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Abstract
Challenging the Mass Spectrometry Serum Profiling Analysis to Distinguish Women
with Preeclampsia from Matching Controls in a Multicenter Study Using a Clinical
Approach
We recently demonstrated that serum analysis using affinity based matrix assisted lazer
desorption/ionization- time of flight mass spectrometry (MALDI-ToF mass spectrometry)
is capable to distinguish between patients with early onset preeclampsia and matched
controls (Pecks et al. 2010). We then aimed to evaluate the potential diagnostic value of
this method in a multicentric setting. Additionally, we aimed to extend our analysis to late
onset preeclampsia.
A total of 126 serum samples of preeclamptic (60) and healthy pregnant women (66) were
collected in four perinatal care centers. Serum analysis was performed as described
previously using MALDI-ToF mass spectrometry.
The findings of Pecks and Seidenspinner were confirmed by repeated measuring of their
sample set. Established rules however displayed restricted applicability to center two,
three and four since predefined cut off values failed at differing peak intensities.
Standardizing intensities center wise by grouping peak intensities of preeclamptic and
control patients provided applicability over all centers apart from center four, where no
control patient data was available. Therefore, those samples were excluded from further
analysis. Aiming to improve compatibility on the m/z axis respectively, internal
calibration based on calculated masses from single and double charged transthyretin
([M+H]+: 13,762 Da; [M+H]2+: 6,881 Da) was introduced. Newly added modifications
amended the pre-established analysis and sample classification resulted in a sensitivity of
87.8 % and a specificity of 74.2 %. Separate calculations solely for early onset
preeclampsia bring forth a sensitivity of 90.6 % and specificity of 86.7 % and might
explain the decline in our overall sensitivity/specificity versus values from Pecks and
Seidenspinner.
Our results imply that MALDI-ToF mass spectrometry serum-profiling together with
center-wise standardization offers a robust method to classify preeclampsia from control
samples over several centers. Furthermore, the score shows a tendency to increase in case
of more severe conditions or poorly fetal outcome. Therefore, the six used peak ratios
should be amended or substituted to use the MALDI-ToF mass spectrometry to full
capacity for preeclampsia subclass investigation.
Keywords: MALDI-ToF-MS, mass spectrometry, preeclampsia, multicenter study,
serum profiling
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1 Einführung
1.1 Präeklampsie
Die Präeklampsie (PE) ist eine Schwangerschaftserkrankung und gehört zu den
führenden Ursachen der maternalen und perinatalen Morbidität und Mortalität. Sie
betrifft 2-8 % aller schwangeren Frauen (Rath u. Fischer 2009). Charakterisiert ist die
Erkrankung durch eine in der Schwangerschaft neu aufgetretene arterielle Hypertonie
und eine Proteinurie. Dabei kann sie zu multiplen Organdysfunktionen führen (Rath u.
Fischer 2009; Sibai et al. 2005; Steegers et al. 2010). Für das Kind besteht die Gefahr
der Frühgeburt und der Wachstumsrestriktion (Sibai et al. 2005). So trägt die
Präeklampsie zu ca. 16 % der mütterlichen Todesursachen (Khan et al. 2006) und zu
20-25 % der perinatalen Mortalität bei (NHBPEP, 2000). Aufgrund der Gefahr für
Mutter und Kind sowie der fehlenden Vorhersagemöglichkeit für Auftreten und
Progression der Erkrankung ist die Präeklampsie Gegenstand intensiver Forschung
(Roberts u. Redman 1993). Die Ätiologie der Erkrankung ist allerdings noch immer
unbekannt (Steegers et al. 2010).
1.1.1 Anamnestische Risikofaktoren der Präeklampsie
Zahlreiche Risikofaktoren konnten für das Auftreten der Erkrankung ausgemacht
werden: Die Präeklampsie tritt vermehrt auf bei Primiparität (Saftlas et al. 2003),
Mehrlingsschwangerschaften (NICE Leitlinie 2011), Altersextremen der Schwangeren
(Dekker u. Sibai 2001), genetischer Prädisposition (Nilsson et al. 2004) und einer
positiven Familienanamnese bei direkten Verwandten (Dekker u. Sibai 2001).
Genetische Einflüsse üben nach Esplin et al. auch die Väter aus (Esplin et al. 2001). In
einigen ethnischen Gruppen und bei einem niedrigen sozioökonomischen Status finden
sich ebenfalls erhöhte Präeklampsieraten (Caughey et al. 2005; Silva et al. 2008). Nach
einer Präeklampsie besteht ein Wiederholungsrisiko von 14,5 % bis 16 %
(Mostello D et al. 2008). Auch Vorerkrankungen der Mutter gehen mit einem erhöhten
Krankheitsrisiko einher. Hierbei sind vorrangig die chronische Hypertonie, ein Diabetes
Mellitus Typ 1 und chronische Nierenerkrankungen zu nennen (Steinhard
u. Klockenbusch 1999). Neben dem Diabetes mellitus Typ 1 scheint überdies eine
Adipositas und damit eine nicht selten verbundene Insulinresistenz die
Erkrankungshäufigkeit zu steigern (O’Brien et al. 2003). Darüberhinaus sind
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises mit einem erhöhten Krankheitsrisiko
assoziiert (Wolfberg et al. 2004) ebenso wie eine vorbestehende Thrombophilie (Rath et
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al. 2011) und das Antiphospholipidsyndrom (Rath et Thaler 2013). Von Dadelszen
diskutierte zudem einen Zusammenhang von maternalen Infektionen und dem Auftreten
einer Präeklampsie (Von Dadelszen u. Magee 2002). Immunologisch relevant im Sinne
einer Immunmaladaption können Samen- oder Eizellspenden eine erhöhte
Präeklampsiehäufigkeit hervorrufen (Pecks et al. 2011). Ein protektiver Effekt liegt
dagegen bei einer höheren Spermaexposition in einer längeren Partnerschaft vor
(Dekker et al. 2002). In der Schwangerschaft selber finden sich bei der Blasenmole und
dem Hydrops fetalis gehäufte Präeklampsieraten (Dekker u. Sibai 2001). Eine
ausführliche Anamnese der Schwangeren sollte also zur Risikostratifizierung des
Schwangerschaftsverlaufs genutzt werden.
1.1.2 Hypothetische Vorstellung der Pathophysiologie
Zahlreich wie die Risikofaktoren gestalten sich auch die Hypothesen zur
Pathophysiologie der Präeklampsie. Die Erkrankung wird entweder durch die Plazenta
oder die mütterliche Reaktion auf die Plazentation verursacht (Sibai et al. 2005).
1.1.2.1 Immunologische Phänomene in der Frühschwangerschaft
Redman und Sargent beschreiben in ihrem Modell zur Pathophysiologie drei Phasen der
Präeklampsie (Redman u. Sargent 2010). Dabei stehen in der ersten Phase der
Erkrankung von der dritten bis zur achten Schwangerschaftswoche (SSW)
immunologische Phänomene im Vordergrund. Der Trophoblast stellt für die Mutter
allogenes Zellmaterial dar. Immunmodulatorische Mechanismen, darunter unter
anderem regulatorische T-Zellen und ihr Aktivator Indoleamin-2,3-dioxygenase (IDO),
sorgen in der physiologischen Schwangerschaft für die maternale Toleranz des
Trophoblasten. Ein kompletter Ausfall dieser Mechanismen resultiert in einem
Spontanabort, während ein partieller Ausfall in der Bildung einer verkleinerten Plazenta
und im späteren Verlauf der Schwangerschaft (SS) in einer Präeklampsie münden kann.
Die veränderten immunmodulatorischen Mechanismen lassen sich am Mausmodell
aufzeigen, es bestehen jedoch noch Schwierigkeiten, die entsprechende Aktivität der
regulatorischen T-Zellen der Plazenta bei der schwangeren Frau nachzuweisen. Auch
Huang et al. sehen in der Präeklampsie eine abnorme Reaktion des mütterlichen
Immunsystems auf die semiallogene fetoplazentare Einheit (Huang et al. 2008). Dabei
konnten sie vermehrt Immunzellen, im Speziellen Makrophagen und dendritische
Zellen, in der Dezidua feststellen.
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1.1.2.2 Störungen der Plazentation
Die zweite Phase nach Redman und Sargent ist zeitlich der achten bis achtzehnten
Schwangerschaftswoche zuzuordnen und ist durch eine mangelhafte Plazentation
gekennzeichnet. Einen großen Anteil an der Gefäßentwicklung in der Plazenta tragen
die Angiogenesefaktoren Vasscular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Placental
Growth Factor (PlGF) sowie die Antiangiogenesefaktoren soluble fms-like tyrosine
kinase-1 (sFlt-1), dem löslichen Rezeptor von VEGF und PlGF, und soluble endoglin
(sEng) (Baumann et al. 2007). Sie werden in hohem Maße im ersten Trimester vom
invasiven Zytotrophoblasten produziert. Bei der Präeklampsie ist die Freisetzung dieser
Substanzen vermindert (Baumann et al. 2007, Levine et al. 2004). Immunologischen
Einfluss auf die Plazentation nehmen die uterinen natürlichen Killerzellen, die
Chemokine und angiogene Cytokine produzieren, welche die Trophoblasteninvasion
fördern (Redman u. Sargent 2010). Die Freisetzung dieser Stoffe wird gesteuert über
killer immunoglobulin-like receptors (KIR). Liegt der Haplotyp B des KIR vor, wird die
Sekretion gesteigert, Haplotyp A verringert diese (Moffett u. Hiby 2007). Bei Vorliegen
von KIR von Haplotyp A kann also ein erhöhtes Präeklampsierisiko vorliegen. Der
Haplotyp A interagiert zudem gesteigert mit dem fetalen Haplotyp C2 des Human
Leukocyte Antigen–C, wobei sich das Risiko einer Präeklampsie erhöhen kann (Young
et al. 2010). Die immunologische Maladaption ist also teilweise verantwortlich für eine
mangelhafte Trophoblasteninvasion und damit eine unzureichende Vaskularisation der
Plazenta. Aber auch eine genetische Prädisposition kann zu diesem Zeitpunkt Einfluss
auf die mangelnde Plazentation nehmen (Esplin et al. 2001). Normalerweise erfolgt im
1. Trimenon die Steigerung des Gefäßvolumens in den Zotten durch eine zweigartige
Aufteilung der Gefäße. Im 2. Trimenon kommt es zu einer deutlichen Größenzunahme
der Plazenta, die unter anderem durch eine Proliferation der Endothelzellen bedingt ist
(Schmidt u. Kimmig 2007). Eine inadäquate Plazentation resultiert bei der Präeklampsie
in einem fehlerhaften Umbau und mangelnden Dilatation der maternalen Spiralarterien.
Die oberflächliche Plazentation ist vorrangig Phänomen der early onset Präeklampsie,
welche vor der 34. SSW zur Entbindung führen.
1.1.2.3 Plazentare Hypoxie und plazentares Shedding
Die dritte Phase nach Redman und Sargent beginnt ab der 18. SSW nach Beendigung
der Plazentation. In der physiologischen Plazentaentwicklung infiltrieren die
Zytotrophoblasten vom endothelialen Phänotyp die Spiralarterien, um deren Oberfläche
zu vergrößern und damit den Gefäßwiderstand zu senken. Bei der Präeklampsie ist
dieses Remodelling der Spiralarterien gestört (Zhou et al. 1997). Verkleinerte
Spiralarterien reich an glatter Gefäßmuskulatur resultieren und sind verantwortlich für
einen reduzierten uteroplazentaren arteriellen Blutfluss und Episoden irregulärer
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Plazentadurchblutung (Steegers et al. 2010). Eine plazentare Dysfunktion und Hypoxie
entstehen. Es bleibt jedoch noch unklar, ob die Präeklampsie der Auslöser von Hypoxie
und Ischämie ist oder aus ihnen resultiert (Young et al. 2010). Gesteigert wird die
Ischämie zudem durch die persistierende Empfindlichkeit der Spiralarterien für
Vasokonstriktoren. Stress im endoplasmatischen Retikulum und oxidativer Stress sind
somit Zeichen der präeklamptischen Plazenta (Roberts u. Hubel 2004). Die hypoxisch
geschädigte Plazenta scheidet apoptotisches und nekrotisches Material in den
mütterlichen Blutkreislauf ab. Zelltrümmer des Trophoblasten stellen die
syncytiotrophoblast membrane fragments (STBM) dar (Huppertz 2008), die auch
antiangiogene Faktoren wie lösliches Endoglin (sEng) und den VEGF-Rezeptor s-Flt-1
enthalten (Steegers et al. 2010). Diese lassen sich demnach auch vermehrt im
mütterlichen Blut nachweisen (Levine et al. 2006). Die 200-600 nm-großen STBM-
Partikel führen letztendlich zu einer systemischen inflammatorischen Reaktion und
einer maternalen Endotheldysfunktion.
1.1.2.4 Maternale Reaktion auf die geschädigte Plazenta
Redman et al. haben hervorgehoben, dass die inflammatorische Reaktion der Mutter
gegen Ende der Schwangerschaft, wie sie bei der Präeklampsie zu finden ist, auch ein
Phänomen der gesunden Schwangeren darstellt, jedoch in einer sehr viel
abgeschwächteren Form (Redman et al. 1999). Intravaskulär zeigt sich die
Inflammation in einer endothelialen Dysfunktion. Zahlreiche Serummarker zeigen eine
solche endotheliale Aktivierung und Dysfunktion an, wie Endothelin, PDGF (platelet
derived growth factor), soluble E-selectin, soluble tissue factor und von Willebrand
Antigen (Roberts u. Gammill 2005). Die Endotheldysfunktion zeigt sich verantwortlich
für folgende Phänomene: Zum einen ist trotz eines verminderten zirkulierenden
Blutvolumens eine fehlende Stimulation der Renin-Angiotensin-Aldosteron-Achse zu
beobachten. Zum anderen findet sich eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber
Angiotensin II (Anguiano-Robledo et al. 2007) und Norepinephrin, was zu
Vasokonstriktion und Hypertension sowie einer gesteigerten Sympathikusaktivierung
führt. Gegenspieler der Vasokonstriktion, darunter Prostacyclin und Stickstoffmonoxid,
werden vermindert freigesetzt. Weiterhin lässt sich eine erhöhte endotheliale
Zellpermeabilität beobachten. Nicht zuletzt kommt es bei einer endothelialen
Aktivierung zu einer Plättchenaggregation und einer intravaskulären Thrombin-
induzierten Gerinnungsaktivierung. Es kommt somit zu einer endothelialen Dysbalance
zwischen vasokonstriktiven, aggregatorischen (Endothelin, Thromboxan) und
vasodilatatorischen Substanzen (Stickstoffmonoxid, Prostacyclin).
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Die Endotheldysfunktion wird für die klinischen Manifestationen der Präeklampsie
verantwortlich gemacht (Roberts et al. 1989) und ereignet sich im zweiten und dritten
Trimenon. Die systemische vaskulare Dysfunktion, das ‚capillary leak’ und die
Vasospasmen sind ursächlich für die krankheitsdefinierenden Symptome Hypertonie
und Proteinurie infolge einer glomerulären Endothelschädigung. Sie stehen in
Zusammenhang mit der Eklampsie mit zerebralem Ödem und dem HELLP-Syndrom
mit Hämolyse, erhöhten Leberwerten und einer Thrombozytopenie unter 100.000/µl
(Young et al.2010).
An organspezifischen Schäden findet man in Leber und Nebennieren Infarkte, Nekrosen
und Hämorrhagien. Das Herz ist durch endokardiale Nekrosen geschädigt, ähnlich den
Veränderungen, die man bei einem hypovolämischen Schock vorfindet. Das
Herzzeitvolumen ist vermindert. Fibrineinlagerungen und Endothelschädigungen
beeinträchtigen die Nierenfunktion und sorgen für eine Abnahme der GFR.
Schädigungen im Gehirn sind durch intrazerebrale parenchymatöse Hämorrhagien und
Ödeme verursacht (Young et al. 2010). Die häufigste Todesursache der Präeklampsie ist
der zerebrale Infarkt und die zerebrale Blutung.
Die dritte Phase der Präeklampsie stellt also keine Immunmaladaptation der Mutter auf
die semiallogene fetoplazentare Einheit dar, sondern ist die Folge einer generalisierten
inflammatorischen Antwort auf eine ischämische Plazenta (Redman u. Sargent 2010).
1.1.2.5 Präeklampsie ausgelöst durch extrinsische Faktoren und maternale
Suszeptibilitätsfaktoren
Die Ätiologie der Erkrankung ist aber nicht ausschließlich in der veränderten
Trophoblasteninvasion zu suchen. Tritt eine Präeklampsie auf, ohne dass sich
wesentliche oben genannte pathologische Plazentaveränderungen finden, liegen oft ein
chronischer Hypertonus, ein Diabetes mellitus, eine Adipositas oder andere unter den
Risikofaktoren genannten maternalen Erkrankungen und Suszeptibilitätsfaktoren vor.
Eine Präeklampsie ist dann entweder die Folge einer vergrößerten Plazentamasse und
oder -oberfläche oder eine gestörte Antwort der Mutter auf physiologisch von der
Plazenta ins mütterliche Blut sezerniertes apoptotisches Material, sogenannte Syncytial
Knots. Die vergrößerte Plazentamasse beziehungsweise -oberfläche hat ihre Ursache in
oben genannten Erkrankungen, kann aber auch durch eine Multiparität und hypoxischen
Zuständen der Mutter bedingt sein wie Anämie oder der Aufenthalt in großer Höhe.
Durch die vergrößerte Plazentamasse werden vermehrt Syncytial Knots freigesetzt. Ist
der mütterliche Organismus nicht in der Lage, dieses “Mehr“ an apoptotischen Partikeln
abzubauen, werden sie sekundär nekrotisch und sorgen für eine systemische
inflammatorische Antwort, welche zur Endothelschädigung führt mit der konsekutiven
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Symptomatik der Präeklampsie. Derselbe Prozess findet statt, wenn der Abbau und die
inflammatorische Antwort schon auf physiologische Mengen der Syncytial Knots
fehllaufen (Huppertz 2008).
Einen weiteren maternalen Suszebtibilitätsfaktor für die Präeklampsie haben Frauen, die
in der Schwangerschaft Autoantikörper gegen den Angiotensin-II-Rezeptor ausbilden.
Die Ursache hierfür ist noch unbekannt (Wallukat et al. 1999).
Die vergrößerte Plazentamasse durch Vorerkrankungen als extrinsische Faktoren und
der fehlende Abbau der Syncytial Knots beziehungsweise die gestörte Immunantwort
darauf als intrinsische Faktoren sind deutlich häufiger zu finden bei der late onset
Präeklampsie, die in Terminnähe auftritt.
1.1.3 Heterogenität der Präeklampsie
1.1.3.1 Early versus late onset Präeklampsie
Es finden sich Hinweise, dass die early onset Präeklampsie und die late onset
Präeklampsie sich hinsichtlich ihrer Ätiologie unterscheiden. Erstere wird auf die
mangelnde Trophoblasteninvasion, eine plazentare Ischämie und einem
Ungleichgewicht aus verminderter Angiogenese und vermehrter Antiangiogenese
zurückgeführt. Die zweitere wird eher maternalen Suszebtilitätsfaktoren zugeschrieben
wie kardiovaskulären und metabolischen Prädispositionen. Hierbei sind die
Plazentaläsionen minimal und es treten erst spät atherosklerotische Veränderungen der
Spiralarterien auf. Doch auch klinisch gibt es Differenzen zwischen der early und der
late onset Präeklampsie.
Die late onset Präeklampsie ist mit etwa 80 % die häufigere Variante. Hierbei liegt im
Allgemeinen keine fetale Wachstumsrestriktion vor. Doppleruntersuchungen der
uterinen Spiralarterien zeigen meist normale Werte oder lediglich einen leicht erhöhten
Pulsatilitätsindex. Doppleruntersuchungen der Umbilikalarterien bleiben in der Regel
ohne pathologischen Befund. Häufig finden sich Veränderungen der Plazenta wie eine
vergößerte Plazentamasse bei z.B. bei Geminigraviditäten oder bei Vorliegen eines
Diabetes.
Die early onset Präeklampsie stellt mit etwa 20 % der Fälle die deutlich seltenere
Variante dar, ist aber meist für die schwereren Krankheitsfälle verantwortlich.
Veränderungen im Blutfluss der uterinen Spiralarterien im plazentaren Bett und in den
Arteriae uterinae stellen sich dar. Pathologische Dopplerflussmuster mit Notches und
erhöhte Pulsatilitätsindices lassen sich diagnostizieren. Ebenso ist der Fluss in den
Umbilikalarterien gestört. Das Spektrum reicht hierbei von einer erhöhten
systolischen/diastolischen Ratio bei noch vorhandenem Fluss über einen fehlenden
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Blutfluss bis hin zu einem enddiastolischen reversed flow. Die Feten von early onset
Präeklampsie-Müttern weisen mehrheitlich eine Wachstumsrestriktion auf
(Huppertz 2008).
1.1.3.2  Präeklampsie ohne versus mit intrauteriner Wachstumsrestriktion
Die Intrauterine Wachstumsrestriktion (IUGR) ist definiert durch ein fetales Wachstum
unter der 10. Perzentile und wie folgt sonographisch nachgewiesener Zusatzkriterien;
Allen voran eine Asymmetrie im Sinne einer Kopf-Thorax-Diskrepanz, einen
dokumentierten Wachstumsabfall oder einen pathologisch erhöhten Dopplerwiderstand
der Aa. Umbilicalis. Die Ätiologie der IUGR ist vielfältig und kann in angeborenen
Fehlbildungen, Malnutrition, Nikotinabusus und Gestationshypertonien liegen. Es gibt
jedoch auch Fälle mit ungeklärter Ursache. Bei IUGR-Schwangerschaften, die im
Zusammenhang mit der Präeklampsie auftreten, geht man davon aus, dass die IUGR
Folge der mangelnden Trophoblasteninvasion und eines gestörten Remodellings der
Spiralarterien ist (Villar et al. 2005). Die IUGR gilt dabei als Diagnosekriterium einer
schweren Präeklampsie (AWMF-Leitlinie 015/018 (S2)). In einer großen Studie von
Villar et al. wiesen von 874 Präeklampsien 194 zusätzlich eine IUGR auf, was einem
Prozentsatz von 22,2 % entspricht (Villar et al. 2005). Die Prävalenz der IUGR ist bei
der schweren Präeklampsie geringfügig höher als bei der milden Präeklampsie, wenn
man die Diagnose schwere Präeklampsie anhand maternaler nicht fetaler Kriterien stellt
(Srinivas et al. 2009). Das fetal outcome bei einer Präeklampsie verschlechtert sich
weiter bei einer zusätzlichen IUGR, was sich unter anderem an längeren Aufenthalten
auf der Neugeborenen-Intensivstation und einer höheren Neugeborenensterblichkeit
zeigt (Villar et al. 2005).
Es besteht eine gestörte Perfusion der fetalen Organe bei IUGR-Schwangerschaften.
Folgen dieser gestörten Perfusion sind gehäufte Fälle von nekrotisierender
Enterokolitis, Atemnotsyndromen, bronchopulmonalen Dysplasien, Retinopathien,
kardialen und renalen Funktionssörungen sowie Hirnschäden (Zollner et al. 2011).
1.1.3.3 Präeklampsie ohne versus mit HELLP-Syndrom
Das HELLP-Syndrom ist durch die klinische Trias aus Hämolyse, pathologisch
erhöhten Leberwerten und einer Thrombozytopenie definiert. Leitsymptom ist der
rechte Oberbauch- oder epigastrische Schmerz, der schon Tage vor messbaren
Laborveränderungen auftreten kann (Rath et al 2000). Meistens tritt das HELLP-
Syndrom zwischen der 32. und der 34. SSW auf, bis 30 % sogar postpartum, wobei die
Ätiologie unklar und der Verlauf unkalkulierbar ist (Rath et al 2000). Schwere
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Komplikationen machen das HELLP-Syndrom potentiell lebensbedrohlich und
beinhalten die Abruptio placentae, die disseminierte intravasale Gerinnung, das
Nierenversagen, die Eklampsie, das Lungenödem und das subkapsuläre Leberhämatom.
Bis zu 58 % der Feten können intrauterin versterben. In Deutschland und seinen
Nachbarländern ist das HELLP-Syndrom für über 50 % der maternalen Mortalität bei
den hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen verantwortlich. Die Inzidenz der
Erkrankung liegt bei bis zu 0,85 % (Rath et al. 2000). Auffällig ist, dass in 5-15 % der
Präeklampsie mit HELLP keine signifikante Proteinurie und in bis zu 20 % keine
Hypertonie vorliegt. In 15 % fehlen beide Symptome und es liegt ein HELLP sine
preeclampsia vor. Im Falle einer schweren Präeklampsie erleiden 10-20 % der
Schwangeren ein HELLP-Syndrom (Steegers et al. 2010). Das Management des
HELLP entspricht weitgehend dem der schweren Präeklampsie (Rath u. Fischer 2009).
1.1.4 Klinische Diagnose der Präeklampsie
Anhand der Proteinurie und dem Hypertonus wird auch weiterhin die klinische
Diagnose gestellt, die genauen Diagnosekriterien werden im Kapitel „Material und
Methoden“ aufgeführt. Oben genannte Risikofaktoren können ein Patientenkollektiv
herausfiltern, das prädisponiert ist zu erkranken. Vorhersagemethoden und Tests für die
Prädiktion sind in großer Zahl untersucht worden.
Der breiten klinischen Anwendung solcher Tests stehen deren inkonstante
Zuverlässigkeit und deren niedriger Wahrscheinlichkeitswert im Weg (Sibai et al.
2005). Die unbekannte Ätiologie und die verschiedenen Hypothesen zur Pathogenese
gestalten die Suche nach guten Biomarkern und verlässlichen Tests schwierig.
1.1.5 Therapie der Präeklampsie
Leichte Erkrankungsfälle können bei guter Compliance und regelmäßiger ärztlicher
Kontrollen auch ambulant betreut werden. Die Indikation zur Vorstellung in der Klinik
wird bei manifester Präeklampsie und drohender Eklampsie oder Verdacht auf HELLP-
Syndrom gesehen. Aber auch einzelne Symptome wie die Hypertonie ≥ 150 mmHg
systolisch beziehungsweise ≥ 100 mmHg diastolisch, die Proteinurie zusammen mit
einer Gewichtszunahme ≥ 1 kg/Woche im III. Trimenon oder die
Hypertonie/Proteinurie zusammen mit Risikofaktoren sollten eine Vorstellung im
Krankenhaus nach sich ziehen. Nicht zuletzt ist auch bei fetaler Bedrohung die
Einweisung in die Klinik indiziert. Dem Krankenhaus sollte zudem jegliche
medikamentöse Therapie der Präeklampsie vorbehalten bleiben. Je nach Symptomatik
der Patientin wird antihypertensiv behandelt, zur Eklampsieprophylaxe Magnesium
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verabreicht und bei drohender Frühgeburtlichkeit mit Glukokortikoiden die fetale
Lungenreifeinduktion durchgeführt (AWMF-Leitlinie 015/018). Die Antihypertensiva
werden eingesetzt, um zerebrovaskuläre und kardiovaskuläre Komplikationen der
Mutter zu verhindern (Zhang et al. 2003). Angeraten werden die Antihypertensiva bei
Blutdruckwerten ≥ 150 mmHg systolisch und oder ≥ 100 mmHg diastolisch (NICE
Leitlinie 2011). Vorbestehende Hypertonien oder Pfropfgestosen erfordern ebenso eine
blutdrucksenkende Therapie bei Werten ≥ 160/100 mmHg. Der Gebrauch von
Antihypertensiva sollte darüberhinaus gegenüber potentiellen Nebenwirkungen
abgewogen werden, die vor allem die Kinder betreffen. Erhöhte Raten von
IUGR-Kindern und neonatalen Bradykardien wurden registriert (Abalos et al. 2007).
Der Einsatz von Magnesiumsulphat zur Eklampsieprophylaxe ist gut etabliert
(Duley et al. 2003). Angewandt wird die Prophylaxe bei schwerer Präeklampsie und
erhöhtem Eklampsierisiko, das sich beispielsweise in einer Hyperreflexie, einem Klonus
oder neurologischen Symptomen wie Augenflimmern und persistierenden
Kopfschmerzen äußert. Neben der Prophylaxe ist Magnesiumsulfat auch das Mittel der
Wahl bei der manifesten Eklampsie und hat sich gegenüber anderen Antikonvulsiva wie
Phenytoin durchgesetzt (Duley et al. 2010).
Präventionsstrategien, dem nachgewiesenen oxidativen Stress präeklamptischer
Schwangerer mit antioxidativen Substanzen wie Vitamin C und Vitamin E zu begegnen,
konnte das Erkrankungsrisiko oder das maternale beziehungsweise perinatale Outcome
nicht senken (Poston et al. 2006).
Weiterhin besteht die Empfehlung bei hohem oder mittlerem PE-Risiko ab der
Frühschwangerschaft bis zur Geburt 100 mg Acetylsalicylsäure (ASS) einzunehmen
(NICE Leitlinie 2011). Unter ASS-Einnahme vor der 16. SSW konnte eine signifikante
Reduktion der Präeklampsieinzidenz verzeichnet werden (Bujold et al. 2010).
Die immer noch einzig kausale Therapie der Präeklampsie besteht in der Beendigung
der Schwangerschaft (AWMF-Leitlinie 015/018). Nach der Geburt verschwinden die
Symptome in aller Regel nach 48 bis 72 Stunden (Young et al. 2010). Die Indikation
zur Schwangerschaftsbeendigung wird dabei von der Schwere der mütterlichen
Symptome und dem Schwangerschaftsalter bestimmt. Bei milder Präeklampsie ist die
Entbindung ab der 38. SSW indiziert, bei schwerer Präeklampsie schon ab der 34. SSW.
Zwischen der 24. und der 34. SSW ist unter Überwachung in einem Perinatalzentrum
ein vorwiegend konservatives Vorgehen empfehlenswert, da die Prolongation der
Schwangerschaft die neonatale Mortalität und Morbidität senken kann. Vor der
24. SSW sind individuelle Entscheidungen gefragt, vorrangig sind aber die mütterlichen
Komplikationen zu verhindern. Generell ist bei schweren fetalen oder mütterlichen
Komplikationen wie beispielsweise der intrauterinen Hypoxie oder der Eklampsie
unabhängig vom Schwangerschaftsalter die schnelle Entbindung zu fordern
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(Rath u. Fischer 2009). Auch postpartal kann sich noch eine Präeklampsie, eine
Eklampsie oder ein HELLP-Syndrom ausbilden. Eine Überwachung für 48 Stunden
postpartum ist daher angeraten (Sibai u. Stella 2008). Um eine Präeklampsie noch vor
deren klinischer Manifestation voherzusagen, wurden zahlreische Vorhersagemethoden
und Prädiktionsstrategien evaluiert mit dem Ziel einer frühen Prävention und
Intensivierung der Schwangerschaftsvorsorge (Sibai et al. 2005).
1.2 Proteomics und Massenspektrometrie
1.2.1 Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry
Auf dem Weg zur Entdeckung neuer Biomarker und Diagnosestrategien hat die
Matrix-assisted laser desorption/ionisation-Time of Flight-Massenspektrometrie
(MALDI-ToF-MS) einen hohen Stellenwert erlangt. Mit der MALDI-ToF-MS ist es
möglich, krankheitsspezifische Proteomsignaturen zu erstellen auch ohne das Wissen
um die pathophysiologischen Mechanismen zu besitzen. Entscheidend hierbei ist
lediglich, dass sich die Proteomsignatur der Pathologie ausreichend von der Kontrolle
unterscheidet (Palmblad et al. 2009). Jede Zelle produziert viele tausende Proteine, die
sich auch in unterschiedlichen Körperflüssigkeiten wie etwa dem Serum oder Urin
widerspiegeln. Das Plasma stellt dabei die größte Breite des humanen Proteoms dar
(Anderson u. Anderson 2002). Die Gesamtheit aller dieser Proteine wird Proteom
genannt und charakterisiert jeweils den aktuellen Stoffwechselzustand.
Dementsprechend ändert sich die Zusammensetzung des Proteoms krankheitsspezifisch
(Simpson et al. 2008). Um ein möglichst breites Bild über das Proteom zu erlangen,
kann die MALDI-ToF-MS die Signale vieler hundert Peptide und Proteine in einem
Messgang abbilden. Dies ist besonders hilfreich bei polygenetischen Erkrankungen, bei
welchen unter Umständen ein einziger Biomarker nicht ausreichend wäre, um die
Erkrankung mit hoher Sensitivität und Spezifität zu detektieren (Etzioni et al. 2003).
Die Massenspektrometrie nutzt für die Proteomanalyse die verschiedenen
Molekülmassen freier Ionen im Vakuum aus. Bei der MALDI-ToF-MS wird die Probe
dabei zunächst mit einer für die Ionisation entscheidenden Matrixsubstanz vermischt
und auf einen Träger aufgebracht. Dann wird in einem Hochvakuum das Gemisch durch
einen Ultra Violett-Laser (UV-Laser) beschossen und die Peptide und Proteine damit in
die Gasphase überführt und gleichzeitig ionisiert. In der sogenannten Flugröhre werden
die Ionen proportional nach ihrem Masse/Ladungsverhältnis (m/z) getrennt und treffen
damit nach unterschiedlichen Flugzeiten auf einem Detektor auf. Aus den
unterschiedlichen Flugzeiten wird auf die Molekülmassen zurückgeschlossen. Die
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Flugzeiten werden als Spektrum ausgegeben, wobei je ein Peak einem Protein
entspricht, das zudem verschiedene Intensitäten aufweisen kann (Wölfler et al. 2007).
1.2.2 Proteomanalytische Methoden in der Translationalen Forschung
Ein Beispiel für eine erfolgreiche Proteomanalyse liefern Petricoin et al.. Eine
serologische Proteomanalyse ermöglichte bei guter Sensitivität und Spezifität eine
frühzeitige Tumordiagnostik des Ovarialkarzinoms (Petricoin et al. 2002). Zahlreiche
Studien, die den Ansatz der Massenspektrometrie zur Krankheitsdetektion aus
verschiedenen Körperflüssigkeiten nutzen, folgten (Palmblad et al. 2009). Trotz dieser
vielversprechenden Studien bestehen beim Serumproteinprofiling noch Probleme
hinsichtlich der Sensitivität und vor allem der Reproduzierbarkeit. Bisher konnte kein
prädiktives Proteinmuster durch zwei unabhängige Studien aufgefunden werden. Um
diesen Herausforderungen zu begegnen, bedarf es laut Coombes et al. vorrangig eines
sorgfältigen Versuchsprotokolls und Studiendesigns sowie einer verbesserten
Analysemethodik und Geräteaustattung (Coombes et al. 2005). Ein weiteres Beispiel
dieser oben angesprochenen zahlreichen Studien nutzt das Serumproteinprofiling zur
Erkennung von Brustkrebs (De Noo et al. 2006 [a]). Andere wiederum zielen auf die
Detektion des kolorektalen Karzinoms (De Noo et al. 2006 [b]), des Mundhöhlenkrebs
(Cheng et al. 2005) oder des Magenkarzinoms ab (Ebert et al. 2006), um nur wenige zu
nennen. Auch unsere Arbeitsgruppe konnte kürzlich mittels der Proteomanalyse ein
multiparametrisches Scoring-System aufstellen, anhand dessen es möglich ist, die Seren
von gesunden Schwangeren von den Seren präeklamptischer Schwangerer zu
unterscheiden (Pecks et al. 2010). Die Seren wurden dabei mittels Magnetic Beads
aufgereinigt und mit einem MALDI-ToF-Massenspektrometer vermessen. Aus den
resultierenden Spektren wurden für das multiparametrische Scoring die Signale von 6
Serumproteinionen verwendet, aus denen 5 Quotienten gebildet wurden. Die 5
Quotienten ergaben einen Score zwischen 0 und 5. Bei Werten über 2 wurde die Probe
als Präeklampsie eingestuft. Das so erstellte Verfahren lieferte eine Sensitivität und
Spezifität über 90 % für die Detektion der Präeklampsie.
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Ziel dieser Arbeit ist es, die Validität der kürzlich erstellten multiparametrischen
Analyse unserer Arbeitsgruppe zu testen. Zum einen soll am Probenkollektiv der
vorherigen Studie die Reproduzierbarkeit unserer Methode geprüft werden. Das
genannte Probenkollektiv setzte sich ausschließlich aus early onset Präeklampsien
zusammen. Bei keiner der Patientinnen bestand ein Diabetes, ein HELLP
beziehungsweise eine andere Grundkrankheit und es fanden sich keine IUGR-Fälle.
Zum anderen soll mit einem erweiterten Probenpool die Anwendbarkeit der Methode
auf mehrere perinatale Zentren erprobt werden. Dabei sollen Vergleiche zwischen den
Proben unterschiedlicher Zentren angestellt werden auch in Hinsicht auf Störfaktoren
wie eine unterschiedliche Probengewinnung.
Das Patientenkollektiv soll außerdem um late onset Präeklampsie und bezüglich des
Schwangerschaftsalters vergleichbare Kontrollen erweitert werden, um die Spezifität
unserer Methode zu prüfen. Gleichermaßen sollen im Hinblick auf die Spezifität dabei
auch Proben von Patientinnen eingeschlossen werden, die bereits vorbestehende und
auch medikamentös behandelte Krankheiten haben. Das Probenkollektiv soll damit
möglichst praxisnah und alltagsähnlich gestaltet werden.
Wir wollten weiterhin herausfinden, ob unsere Serumanalyse und die resultierende
Scores sich in Präeklampsie-Subgruppen unterscheiden. Fachgesellschaften und
Forschung unterteilen die Erkrankung in verschiedene Subgruppen wie etwa die early
und late onset, sowie die milde und schwere Präeklampsie und überdies in Präeklampsie
mit und ohne IUGR. Außer den genannten Subgruppen erstellten wir weitere
Präeklampsie-Subgruppen, je nach Schwere, Verlauf und fetalem Outcome. Ziel hierbei
war zu untersuchen, ob sich in den Subgruppen mit höherem Krankheitswert auch
höhrere kumulative Scores wiederspiegeln.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen dabei mit gängigen Tests und
diagnostischen Methoden, die aktuell bei der Präeklampsie Anwendung finden, in ihrer
Aussagekraft verglichen und das Potential der Methode für die klinische
Praxis eingeschätzt werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Patientenkohorte und Kontrollpatienten
Die Blutproben von insgesamt 60 Präeklampsie- und 66 Kontrollen wurden in 4
Perinatalzentren Deutschlands gesammelt (Tab. 1). Der Zeitraum der Probenentnahme
in den Universitätskliniken Aachen, Leipzig, Rostock und Essen lag zwischen 2004 und
2009. In jedem teilnehmenden Zentrum wurde ein Ethikvotum für das entsprechende
Zentrum durch die zuständige Ethikkommission erteilt. Im eigenen (durchführenden)
Zentrum Aachen wurde die Studie unter der Nummer EK 138/06 registiert. Das
schriftliche Einverständnis jeder Patientin wurde zuvor eingeholt.
Eingeschlossen wurden Patientinnen mit Präeklampsie nach den Diagnose-Kriterien
gemäß der International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
(Brown et al. 2001) und des Consensus Report of the US National High Blood Pressure
Education Program: Patientinnen mit einem systolischen Blutdruck ≥ 140 mmHg
und/oder einem diastolischen Blutdruck ≥ 90 mmHg erstmalig gemessen nach der
20. SSW bei zuvor normotensiven Patientinnen. Die Werte wurden zu je 2
unabhängigen Zeitpunkten mit mindestens 4 Stunden Abstand, beziehungsweise mittels
automatischer 24-Stunden-Blutdruck-Messung erfasst. Zusätzlich musste eine
Proteinurie von mindestens 300 mg/l in einem 24-Stunden-Urin, alternativ eine
zumindest 2fach positive Proteinurie auf einem Urin-Teststreifen vorliegen.
Eingeschlossen wurden auch Patientinnen mit schwerer Präeklampsie, deren Diagnose
zusätzlich zu oben genannten auch mindestens eines der folgenden Kriterien erfordert
(AWMF-Leitlinie 015/018): Eine Nierenfunktionseinschränkung (Kreatinin ≥ 0,9 g/l
oder Oligurie < 500 ml/24 h), eine Leberbeteiligung (Transaminasenanstieg, schwere
Oberbauchschmerzen), ein Lungenödem oder Zyanose, eine hämatologische Störung
(Thrombozytopenie, Hämolyse), neurologische Symptome (schwere Kopfschmerzen,
Sehstörungen), eine fetale Wachstumsrestriktion (Wachstum unter der 10. Perzentile
und ein sonographisch nachgewiesenes Zusatzkriterium: dokumentierter
Wachstumsabfall, pathologisch erhöhter Dopplerwiderstand der Aa. umbilicalis,
Oligohydramnion, Asymmetrie im Sinne einer Kopf-Thorax-Diskrepanz), ein Blutdruck
≥ 170/110 mmHg oder eine Proteinurie ≥ 5 g/24 h (Brown et al. 2001).
Im Unterschied zur vorangegangenen Arbeit (Pecks et al. 2010) wurden nun auch
Patientinnen mit vorbestehenden und medikamentös behandelten Vorerkrankungen
(Herzrhythmusstörungen, Herzklappenfehlern, psychiatrische/neurologische
Krankheiten, Hypo-/Hyperthyreose, Diabetes und ähnlichen Erkrankungen) sowie
Pfropfpräeklampsien eingeschlossen. Letztere wurde definiert als chronisch
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vorbestehende arterielle Hypertonie mit zusätzlich nach der 20. SSW auftretender
Gestationsproteinurie.
Die Kontrollpatientinnen wiesen weder eine Präeklampsie noch eine IUGR auf. Zur
Erprobung der klinischen Anwendbarkeit und Spezifität wurden im Gegensatz zur
bereits veröffentlichten Vorarbeit (Pecks et al. 2010) sowohl in der Präeklampsie- als
auch in der Kontrollgruppe auch Frauen mit Erkrankungen eingeschlossen wie
Gestationsdiabetes/Diabetes Mellitus, Frühgeburtsbestrebung, Infektionskrankheiten,
Nierenerkrankungen, Mangelerscheinungen wie z.B. Malabsoptionserkrankungen oder
anderen Erkrankungen, bei denen eine relevante Blutbildveränderung/
Serumproteinveränderung bekannt ist.
Ausschlusskriterien waren die transfusionspflichtige Anämie, ein Alter unter 18 Jahren
sowie eine fehlende Einwilligung. Keine der Probandinnen befand sich zum
Blutentnahmezeitpunkt unter Geburt.
Wichtige klinische und laborchemische Parameter der Patientinnen wurden erhoben,
wie Blutdruck, Ausmaß der Proteinurie, Zeitpunkt der Blutentnahme,
Schwangerschaftsalter bei Blutentnahme und BMI.
3.2 Blutentnahme und Proteinextraktion mit dem Profiling Kit
Das Protokoll zur Serum-Gewinnung in Aachen sah Blutentnahmen von 9 ml an der
rechten oder linken Vena cubitalis vor. Darauf folgte eine Inkubationszeit von 15-30
Minuten bei Raumtemperatur und zur Sedimentation der Blutzellen die Zentrifugation
mit 2000 g für 15 Minuten. Das überstehende Serum wurde aspiriert und in Teilproben
à 100 µl bei minus 80 °C gelagert. Die Zeit zwischen Entnahme und der Lagerung
überschritten den Zeitraum von einer Stunde nicht. Die Zentren Essen, Leipzig und
Rostock sahen sehr ähnliche, wenn auch aus Praktipabilitätsgründen aber keine
identische Protokolle der Blutgewinnung und Prozessierung vor.
Die Fraktionierung der Serumproteine aller Proben fand nach standardisierten Abläufen
(Pecks et al. 2010) und streng nach Herstellerangaben mit dem Profiling Kit
100 MB-HIC 8 statt, die sich für die nachfolgenden massenspektrometrischen
Messungen bewährt haben (Baumann et al. 2005): Von jeder aufgetauten Probe wurden
jeweils 5 µl mit 10 µl MB-HIC 8 `Binding Buffer’ und 5 µl einer `Magnetic Bead`
Suspension vermischt und für eine Minute inkubiert. Das Gemisch wurde für 20
Sekunden in einen magnetischen Separator platziert, um die `Magnetic Beads` samt
gebundenem Peptid-/Proteingemisch vom Überstand zu trennen. Letzterer wurde
sorgfältig abpipettiert. Nicht gebundene Proteine wurden in einem dreifachen
Waschvorgang mit je 100 µl `Wash Buffer` entfernt. Um die an die Magnetpartikel
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gebundenen Proteine und Peptide zu eluieren, wurden je 10 µl eines `Elution Buffer`
aus 50 %igem Acetonitril und `Stabilization Buffer` verwandt und hierin 1 Minute
inkubiert. Mittels des Magnetseperators wurde die gereinigte Proteinlösung von den
`Magnetic Beads` abgeschieden.
3.3 Targetpräparation und Massenspektrometrische Messung
Die frisch aufgereinigte Proteinlösung wurde mit einer Ferulasäure
(4-Hydroxy-3-methoxy-zimtsäure)-Matrix auf das MTP 384 Target plate (polished steel
TF) aufgebracht. Zur Herstellung der Matrixlösung wurde ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß
zur Hälfte mit Ferulasäure gefüllt und mit 1 ml Acetonitril / 0,1 % TFA-Lösung (33/67
v/v) aufgefüllt, das Gemisch für 5 Minuten geschüttelt und schließlich für 15 Minuten
im Ultraschallbad belassen, um die Lösung zu sättigen. Darauf wurde das Gemisch
einige Sekunden bei 2000 g zentrifugiert und der Überstand in ein neues Gefäß
überführt. Zur Targetpräparation wurden je 1,5 µl Ferulasäure und 0,5 µl der Probe auf
einen Spot pipettiert, durch vorsichtiges Aufziehen und Ausstoßen vermischt und zur
Auskristallisation trocknen gelassen. Jede Probe wurde für zwei Messvorgänge
zweifach auf das Target aufgetragen.
Für die Analyse der Proben wurde ein Reflex III Matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight Massenpektrometer (MALDI-ToF-MS) mit
`SCOUT-Quelle` verwandt und im linearen positiven Ionen-Modus (Pulsed Ion
Extraction 200 ns) mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV betrieben (Mikkat et
al. 2004). Die Spektren wurden im Massenbereich von 4 bis 25 kDa aufgenommen,
wobei je Spot mindestens 900 `laser shots` bei ca. 75 % iger Laserleistung aufsummiert
wurden. Die Spektren wurden mit einem Protein Calibration Standard I von Bruker
Daltonik extern kalibriert.
3.4 Interne Rekalibrierung
Bei einer hohen Anzahl an Spektren kommt es trotz externer Kalibration zu
geringfügigen Messunterschieden auf der m/z-Achse. Um die Vergleichbarkeit der
Spektren auf der m/z-Achse insbesondere über die verschiedenen Zentren zu
optimieren, wurde jedes Spektrum einer internen Kalibrierung zugeführt. Hierzu
wurden die Ionensignale des einfach und zweifach geladenen Transthyretin (TTR)-
Ionensignals herangezogen: Das des einfach geladenen Signals bei
m/z 13.762,4 (unmodifiziertes TTR [M+H] +; Uniprot P02766) und das des zweifach
geladenen Signals bei m/z 6.881 (unmodifiziertes TTR [M+H] 2+).
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Zur Überprüfung dieser Methode wurden an den rekalibrierten Spektren Ionensignale
von modifiziertem TTR aufgesucht, die zuvor gelelektrophoretisch und
massenspektrometrisch in der Serumprobe dargestellt werden konnten (Lim et al. 2003).
3.5 Fraktionierte Präzipitation und Geleletrophorese einer
Präeklampsie-Serumprobe
Zur 1D-Gelektrophorese wurde der Proteinextrakt (Fraktion II) einer Serumprobe
verwandt, der mittels fraktionierter Präzipitation gewonnen wurde (Cohn et al. 1944).
Dabei werden zu 10 μl Serumprobe 7 μl -20 °C kaltes 40 %iges Ethanol gegeben und
für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte die Zentrifugation bei 13.000 rpm bei 4 °C.
Der Überstand wurde abgenommen, das Pellet stellt die Fraktion 1 dar. Zur weiteren
Fällung wird der Überstand mit 3 μl 50 %igem ebenfalls -20 °C kaltem Ethanol
vermischt, nochmals 10 Minuten auf Eis kalt gestellt und danach wie oben beschrieben
zentrifugiert. Das hierbei entstandene Pellet der Fraktion II wurde in 300 μl Sodium
Dodecyl Sulfat (SDS)- Probenpuffer (2 % SDS, 65 mM Tris/HCL (pH 6,8), 5 %
Glycerol und Bromphenol Blau) bei Raumtemperatur aufgelöst. Das Proteingemisch
wurde in einem 12,5 %igem BisTris-Gel bei einer Spannung von 200 V für 50 Minuten
in einem Novex Minicell Vertikalen Elektrophorese System aufgetrennt
(Laemmli 1970). Nach der Fixierung wurde das Gel mit einer kolloidalen Coomassie-
Lösung gefärbt (Kang et al. 2002). Zur Kalibration der Proteinbanden diente ein Broad
Range Marker Kit. Die zu untersuchende Bande bei 13,7 kDa wurde manuell
herausgeschnitten (Abb. 1).
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Abb. 1: SDS-Gel der Serumprobe einer PE-Patientin. Spur 1: Serumprobe, Spur 2: Broad
Range Marker 2-212 kDa. Die markierte Bande bei 13,7 kDa in Spur 1 wurde exzidiert und der
weiteren MALDI-ToF-MS-Analyse zugeführt. Färbung: Kolloidal Coomassie.
Der manuelle Digest der Bande wurde mit Trypsin durchgeführt (Heitner et al. 2006).
Auf eine Alkylierung und Reduktion wurde hier bewusst verzichtet, um mögliche
chemische Modifikationen des Transthyretins nicht zu beeinträchtigen.
3.6 Target-Präparation und massenspektrometrische
Messung der 1D-Gelprobe
Für die massenspektrometrische Analyse des Peptidgemisches erfolgte die Präparation
auf einem AnchorChip TM MALDI-Target 384/600 mit einer α-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA)-Matrix (Nordhoff et al. 2003). Gemessen wurde mit
einem Reflex III MALDI-ToF-Massenspektrometer mit Scout-Quelle und unterdrückter
Extraktion. Die Messungen wurden im positiven Ionenmodus und bei einer
Beschleunigungsspannung von 20 kV durchgeführt. Zur externen Kalibration diente ein
Protein Calibration Standard von Bruker Daltonik. Die Spektrenanalyse und das Labeln
der Peaks wurden mit der Flex Analysis-Software vorgenommen. Um mögliche Peaks
der erhaltenen Spektren als Bruchstücke des Transthyretins zu erkennen, wurde dessen
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Cleavage Report für den Trypsinverdau mithilfe von GPMAW 8.1 erstellt. Der
Cleavage Report durfte 2 `missed cleavages` enthalten.
3.7 Statistische Analyse der Massenspektren
Zwei Sets von Spektren wurden erstellt, Messreihe 1 (M1) und Messreihe 2 (M2)
resultierend aus der zweifachen Präparation jeder Patientenprobe. Beide wurden
unabhängig voneinander analysiert. Zur Glättung der Spektren und zum manuellen
Markieren der Peaks diente die Software Flex Analysis 2.4. Folgende Einstellungen
wurden analog Pecks et al. 2010 verwandt: `Signal-zu-Rausch-Verhältnis` 5,00;
`Relativer Schwellenwert des Basispeaks` 0,00; Glättung mit dem `Savitzky-Golay`
Algorithmus mit einer Weite von m/z 2,0 für 3 Zyklen (Savitzky u. Golay 1964). Für
die weitere bioinformatische Analyse wurden die bearbeiteten Spektren gruppenweise
nach Zentren und Präeklampsie- oder Kontroll-Gruppe in das Programm ClinProTools
2.2 geladen. Das Programm verwendet für Berechnungen ausschließlich Peak-Massen,
die in mindestens 30 % der Spektren auftreten und Spektren, die eine maximale
Massen-Toleranz von 1500 ppm nicht überschreiten. Weiterhin führt ClinProTools eine
automatische Kalibrierung aus. Werden ein oder mehrere genannte Kriterien nicht
erfüllt, so wird das Spektrum von weiteren Analysen ausgeschlossen. Für die Baseline
Subtraktion wurde der `Top Hat Baseline mode` und `null spectra exclusion` eingestellt.
Zur Normalisierung der Intensität der Ionensignale eines Spektrum wird der `Total Ion
Count` benutzt. Er stellt die Summe aller Intensitäten eines Spektrums dar.
Die Intensitäten im Sinne der „Area under the curve“ (AUC) aller nach obigen Kriterien
ausgewählter Peaks wurden von ClinProTools berechnet und für alle Spektren als Liste
ausgegeben. Die Peak-Statistik von ClinProTools berechnete die statistische Signifikanz
der Unterschiede zwischen der je Zentrum hochgeladenen Kontroll- und Präeklampsie-
Spektren. Hierbei kamen der Student’s T-Test für 2 Populationen und der ANOVA-Test
zur Anwendung (Chambers u. Hastie 1992; Walpole u. Myers 1993). Ebenso wurde der
Wilcoxon-Rangsummentest durch den Kruskal-Wallis-Test erweitert (Wilcoxon 1945;
Kruskall u. Wallis 1952). Die Wahrscheinlichkeitsverteilung wurde mittels des
Anderson-Darling-Tests ermittelt (Stephens 1974). Das Signifikanzniveau wurde mit
p = 0,05 angesetzt.
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3.8 Multiparametrisches Scoring System und zentrumsweise
Standardisierung
Das durch unsere Arbeitsgruppe erstellte Scoring-System zur Diskriminierung der
Serumproben basiert auf fünf Quotienten von insgesamt sechs Ionensignalen. Folgende
Quotienten aus den normalisierten AUCs der Ionensignale wurden dabei gebildet:
i. m/z 13.762,4 / m/z 13.882,3
ii. m/z 13.938,5 / m/z 8.915,5
iii. m/z 13.762,4 / m/z 8.915,5
iv. m/z 13.762,4 / m/z 9.133,5
v. m/z 13.882,3 / m/z 9.421,8
Die Cut-Off-Werte wurden für diese fünf Quotienten festgelegt, wobei jeweils bei
Über- beziehungsweise Unterschreiten ein dichotomer Wert von „0“ beziehungsweise
„1“ vergeben wurde. Kumulativ ergab sich hier für jede Probe ein Punktwert (Score)
zwischen „0“ und „5“. Für einen Score von über „2“ wurde die Einordnung der Probe in
die Präeklampsie-Gruppe festgesetzt.
Um Zentrumseffekte der Ionensignal-AUCs auszugleichen und einmal festgesetzte
Schwellenwerte auf alle Zentren anwenden zu können, führten wir eine zentrumsweise
Standardisierung ein. Diese Vorgehensweise besteht in der Berechnung sogenannter
z-Scores:     z = (x-µ)/σ
(x = AUC des jeweiligen Ionensignals, µ = AUC-Mittelwert des Zentrums (PE und
CN), σ = Standardabweichung von µ)
Für jede „Entität“ also für jeden Peak werden die „Daten“, also die AUCs, ohne die
Daten der anderen Peaks zu berücksichtigen, so umgerechnet, dass die resultierenden
AUCs einen Mittelwert von 0 und eine Standardabweichung von genau 1 haben. Die
resultierenden Daten und damit die AUCs schwanken demzufolge um 0 und geben die
Abweichung in Form von Standardabweichungseinheiten, „z-Scores“, an. Zu jedem
z-Score wurde 10 addiert, um negative Score-Werte zu vermeiden. Nach Berechnung
der z-Scores für jede Probe wurden die Schwellenwerte neu ermittelt und resultierten
auf die oben genannten Quotienten bezogen wie folgt:
i. 0,99
ii. 1
iii. 1,03
iv. 0,97
v. 1,04
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3.9 Präeklampsie-Subgruppenbildung
Zur detaillierteren Untersuchung des Präeklampsie-Kollektivs wurden insgesamt sechs
Untergruppen gebildet, je nach Schwere, Verlauf und fetal outcome. Die für die
Gruppenbildung notwendigen Informationen wurden der jeweiligen Patientenakte
entnommen. Folgende Subgruppen wurden erstellt:
1. Early/late onset PE: Zur Einteilung wurden die oben genannten Definitionen
verwandt.
2. Mit/ohne IUGR: Zur Einteilung wurden die oben genannten Definitionen
verwandt.
3.  Aktuelle schwere Präeklampsie (sPE)/milde Präeklampsie (mPE): Definitionen
der milden und schweren Präeklampsie siehe oben. Bestand zum Zeitpunkt der
Probenentnahme eine schwere PE, so wurde die Probe der Gruppe aktuelle sPE
zugeordnet.
4. Bis zur Entbindung ≤ 48h / > 48h: Die Zeitspanne von der Blutentnahme bis zur
Entbindung wurde in ≤ 48 Stunden beziehungsweise > 48 Stunden unterteilt.
5. Postpartale Verweildauer ≤ 4 d / > 4 d: Diese Subgruppe separiert
annäherungsweise komplikationsärmere von komplikationsträchtigeren
Verläufen anhand der postpartalen Verweildauer im Krankenhaus.
6. 5’APGAR > 7 beziehungsweise ≥ 7: Unterteilung nach jeweiligem APGAR-
Wert 5 Minuten postpartum.
Ob unser Score zur Unterscheidung der Subgruppen beitragen kann, haben wir mit dem
Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau wurde mit einem nach
Bonferroni angepasstem p-Wert von 0,0083 angesetzt. Dabei wird der ursprünglich
festgelegte p-Wert von 0,05 durch die Anzahl an getesteten Hypothesen, in unserem
Fall 6 Subgruppen, geteilt (Abdi 2007).
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3.10 Verwendete Chemikalien, Labormaterialien,
Computerprogramme und Datenbanken
Computerprogramme
Produkt Firma/Institut Firmensitz
ClinProTools 2.2 (Build 80) Bruker Daltonic Bremen
Flex Analysis 2.4 (Build 13) Bruker Daltonic Bremen
Flex Control 2.4 (Build 41) Bruker Daltonic Bremen
G*Power 3.1.2
(Geschrieben von F. Faul)
Universität Kiel Kiel
GPMAW32 8.10  Lighthouse Data Odense, Dänemark
SWALL protein database
 Mascot Version 2.2.03
 Swiss-Prot release 56.8
 TrEMBL release 39.8
Matrix Science London, UK
Microsoft Office Excel 2003 Microsoft Redmond, USA
OriginPro 8G Origin Lab Corporation Northhampton,
USA
Proteobase Internes LIM-System des
Proteom-Zentrums
Rostock
Rostock
SAS 9.1 SAS Institute Cary, USA
Uniprot.org EMBL-EBI Cambridge, UK
 SIB Swiss Institute of
Bioinformatics
Genf, Schweiz
 Protein Information
Resource (PIR)
Washington, USA
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Arbeitsgeräte
Produkt Firma Firmensitz
0,1-2,5 μl Eppendorf-Pipette Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
10-1000 μl Pipette ‚Pipetman’
(U724356)
Gilson Inc. Middleton, USA
(Dtl Limburg-
Offheim)
1-20 μl Eppendorf-Pipette Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
20-200 μl Eppendorf-Pipette Pipette Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
384/600 µm Anchor Chip TM Bruker Daltonic Bremen
Ep T.I.P.S. Reloads 0,1-10 μl Eppendorf AG Hamburg
LoBind Tubes 0,1 ml Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
LoBind Tubes 1,5 ml Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
Magnetseparator 016 Bruker Daltonic Bremen
Magnetseparator Dynal MPC©-E
Magentic Particle Concentrator for
microtubes of Eppendorf Type (1,5)
Dynal AS Oslo, Norwegen
Minispin Zentrifuge Fa Eppendorf Wessling-Berzdorf
MTP 384 Target plate,
polished steel TF
Bruker Daltonic Bremen
MTP Target frame III Bruker Daltonic Bremen
Novex Minicell Vertikales
Elektrophorese System
Invitrogen Carlsbad, USA
Pipettenspitzen 100-1000 μl Greiner Bio-One Frickenhausen
Pipettenspitzen 10-200 μl Greiner Bio-One Frickenhausen
Reflex III Maldi-ToF-
Massenspektrometer (SCOUT 384)
Bruker Saxonia Analytik
GmbH
Leipzig
Reinstwasseraufbereitungsanlage
TKA GenPure
Thermo Electron LED
GmbH
Niederelbert
Serum Z/9 ml Monovette Sarstedt Nümbrecht
Trockenschrank BST 5010 MLW Labortechnik Ilmenau
Ultraschallbad Transsonic T460 Elma Singen/Hohentwiel
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Umax Mirage II Scanner Biostep GmbH Jahnsdorf
Vortexer REAX 2000 (Speed 0-9) Heidolph Schwabach
Lagerung
Produkt Firma Firmensitz
Gefrierschrank Profi-Line Pegasus
-80 °C (PLPE4186)
National Lab GmbH Mölln
Gefrierschrank Thermo Revco
Ultima 691; –60 bis –86 °C
(Modell-Nr. ULKT2586-10-V40)
Revco-Technologies Inc. Ashville, USA
Liebherr Premium Kühl-und
Gefrierkombi –20 °C / 4 °C
(CN 3956)
Liebherr Biberach
Substanzen
Produkt Firma Firmensitz
12,5 %iges BisTrisGel Invitrogen Carlsbad, USA
Aceton Carl ROTH Karlsruhe
Acetonitril VWR Darmstadt
Broad Range Marker Kit New England Biolabs Inc. Frankfurt a.M.
Bromphenol Blau Sigma-Aldrich Taufkirchen
CHCA Bruker Daltonik Bremen
Coomassie Brillant Blue Serva Heidelberg
DHB (2,5–Dihydroxybenzoesäure) LaserBio Labs Sophia-Antipolis
Cedex, France
Ethanol 96 % vergällt Carl ROTH Karlsruhe
Ferulasäure Aldrich München
Glycerol Merck Darmstadt
Isopropanol J.T. Baker Deventer, Holland
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Methanol Carl ROTH Karlsruhe
Profiling Kit 100 MB-HIC 8 Bruker Daltonic Bremen
Protein Calibration Standard I Bruker Daltonic Bremen
Protein Calibration Standard II Bruker Daltonic Bremen
SDS Serva Heidelberg
Trifluoressigsäure Thermos Scientific/Pierce Bonn
Tris HCl Carl ROTH Karlsruhe
Trypsin Promega Mannheim
3.11 Statistische Analyse
Zur statistischen Analyse dienten die Statistik-Analyse Software-Programme, SAS 9.1,
OriginPro 8G und Microsoft Office Excel 2003. Mit letzteren wurden Sensitivität,
Spezifität und negative und postitive Vorhersagewerte errechnet. Unter Verwendung
von SAS wurden zudem klinische Daten mittels zweiseitig gerichteter Varianzanalyse
untersucht und die Mittelwerte und die jeweiligen 95 %-Konfidenzintervalle angegeben.
Desweiteren erfolgte die Korrelationsanalyse nach Spearmann. Dabei wird ein
Rangkorrelationskoeffizient erstellt, eine Normalverteilung ist also nicht zwingend
erforderlich. Ein weiterer Vorteil besteht in der Robustheit gegenüber Ausreißern. Um
die Signifikanz von Unterschieden der Subgruppen auszuwerten, wurde der
Mann-Whitney-U-Test herangezogen (Mann u. Whitney 1947), ein nichtparametrischer
Test für unabhängige Stichproben, wobei keine Normalverteilung gefordert wird,
sondern eine Rangskalierung erstellt wird. Der Mann-Whitney-U-Test und die ROC-
Analysen (Metz 1978) wurden mithilfe von OriginPro 8G erstellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Demographische und klinische Daten der Patienten- und
Kontrollgruppe
Die insgesamt 126 Patientenproben (60 Präeklampsien, 66 Kontrollen) stammten aus
vier Perinatalzentren: 91 Proben aus Aachen, 10 aus Leipzig, 14 aus Rostock und 11 aus
Essen (Tab. 1). Patienten- und Kontrollgruppe wurden hinsichtlich Alter, Gravidität,
Parität, Gestationsalter bei Probenpunktion und Body Mass Index (BMI) vor der
Schwangerschaft gematcht, sodass bei einem Signifikanzniveau von p = 0,01 kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mittels T-Testung feststellbar war und
diese somit gut miteinander verglichen werden konnten. Das Gestationsalter der
Kontrollgruppe lag zwischen der 23 2/7. und 39 5/7. Schwangerschaftswoche, bei der
Präeklampsie-Gruppe zwischen der 23 4/7. und 39 3/7. Schwangerschaftswoche.
Tab. 1: Patientenübersicht mit demographischen und klinischen Parametern
CN PE
Anzahl (n) 66      60
Anzahl early onset PEs bzw. CN<34.SSW 45      32
Alter (Jahre) 30,5 [ 29,1 - 32,0 ] 30,7 [ 29,0 - 32,3 ]
Anzahl Gravidität 2,2 [ 1,9 - 2,6 ] 1,8 [ 1,5 - 2,2 ]
Anzahl Parität 0,8 [ 0,5 - 1,0 ] 0,8 [ 0,5 - 1,0 ]
BMI vor SS (kg/m²) 24,4 [ 22,9 - 25,9 ] 26,1 [ 24,7 - 27,6 ]
Gestationsalter bei Blutentnahme 31,9 [ 30,8 - 32,9 ] 32,5 [ 31,5 - 33,5 ]
Systolischer Blutdruck (mmHg) 117,6 [ 114,4 - 120,7 ] 159,9 [ 155,3 - 164,5 ]
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 69,2 [ 66,7 - 71,7 ] 98,9 [ 95,6 - 102,2 ]
Tage bis zur Entbindung (Tage) 39,9 [ 31,8 - 48,1 ] 3,7 [ 1,9 - 5,5 ]
Gestationsalter bei Entbindung 38,1 [ 37,4 - 38,8 ] 33,2 [ 32,1 - 34,2 ]
Fetales Geburtsgewicht (g) 3108 [ 2949 - 3268 ] 1811 [ 1592 - 2030 ]
Percentile 48 [ 43 - 52 ] 36 [ 30 - 42 ]
Patientenzahl Perinatalzentrum 1 53  80,3 %    38  63,3 %
Patientenzahl Perinatalzentrum 2 5  7,6 %    5  8,3 %
Patientenzahl Perinatalzentrum 3 8  12,1 %    6  10,0 %
Patientenzahl Perinatalzentrum 4 0  0,0 %    11  18,3 %
Dargestellt sind Mittelwerte und in Klammern das 95 %-Konfidenzintervall. Zudem sind die prozentualen
Anteile der jeweiligen Patienten an der Gesamtgruppe angegeben. Perinatalzentrum 1: Aachen; 2: Leipzig;
3: Rostock; 4: Essen.
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Unter den 60 Präeklampsie-Patientinnen kam es in 48 der Fälle zu einer Frühgeburt.
Siebenunddreißig der Frauen mussten binnen 48 Stunden nach Blutentnahme entbunden
werden. Hinsichtlich der Tage bis zur Geburt unterschieden sie sich signifikant von den
Kontrollen (p < 0,0001). Bei 46 Kindern präeklamptischer Frauen traten fetale
Komplikationen auf, im Sinne einer fehlenden kindlichen Reife, einem reduzierten
Geburtsgewicht unter 2500 g oder einem Respiratory Distress Syndrome.
Fetale Komplikationen umfassten zudem unter anderem folgende Krankheitsbilder:
Azidose, gastroösophagealer Reflux, Ikterus, Ileus, Maldescensus testis, Polyglobulie,
Herzrhythmusstörungen, Sepsis, Thrombopenien, Pneumothorax, Lungenblutungen,
Systemic inflammatory response syndrome, Unreife, Ventrikelseptumdefekte, Schäden
durch mütterlichen Tabakkonsum, Hypoglykämien und Infektionen.
Die Neugeborenen der Präeklampsie-Gruppe waren zu 67,3 % weiblich und zu 32,7 %
männlich. In der Kontrollgruppe waren 47,5 % der Kinder weiblich. Die Neugeborenen
der Präeklampsie-Gruppe wogen im Durchschnitt 1811 g und wurden im Mittel in der
33 1/7. SSW entbunden verglichen mit 3108 g und 38 1/7. SSW bei den Kontrollen.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und Präeklampsie-Gruppe bestehen somit
hinsichtlich der Kriterien Schwangerschaftswoche bei Entbindung, Geburtsgewicht und
Wachstumspercentile (Geburtsgewicht p < 0,0001; Schwangerschaftswoche bei
Entbindung p < 0,0001; Wachstumspercentile p = 0,0016).
4.2 Serumprofiling mittels Massenspektrometrie
4.2.1 Massenspektren
Von jeder Serumprobe wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll für die
Messreihen 1 und 2 Massenspektren im Massenbereich von m/z 4.000 bis 25.000
erfolgreich aufgenommen. Ionensignale von Proteinen, die entweder in hoher
Konzentration im Serum vorhanden oder mit hoher Affinität an die Profiling Kit
Magnetpartikel gebunden haben, wurden mit deutlicher Intensität beobachtet.
Insbesondere die für das multiparametrische Scoring nach Pecks et al. notwendigen
Ionensignale konnten bei niedrigem Signal-zu-Rausch-Verhältnis detektiert werden
(Abb. 2). Darüberhinaus zeigte sich, dass auch Serumproben aus verschiedenen Zentren
reproduzierbare Massenspektren lieferten (Abb. 3).
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Abb. 2: Beispiel eines MALDI-ToF-Massenspektrums, das nach oben genanntem Protokoll mit
Flexanalysis und ClinProTools nachbearbeitet wurde. Mit * gekennzeichnet sind das
Ionensignal bei m/z 6.881 des doppelt geladenen Transthyretins und bei m/z 13762,4 des
einfach geladenen Transthyretins für die interne Kalibrierung. Unterstrichen sind jeweils die 6
Ionensignale für das multiparametrische Scoring. Matrix: CHCA.
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Abb. 3: Gelview aller Proben aus Messreihe 2.
Auf der x-Achse ist der Massenbereich von m/z 4000-24000 aufgetragen. Jeder horizontale
Farbbalken repräsentiert das Spektrum einer Probe. Im oberen grün gekennzeichneten Bereich
sind die Kontrollen, unten rot markiert die Präeklampsien. Je höher die Signalstärke eines
Peaks, desto intensiver der Blauton der Signale (siehe rechte vertikale Skala).
4.2.2 Interne Rekalibrierung
Um darüber hinaus auf der m/z-Achse höchst mögliche Massengenauigkeiten zu
erhalten, führten wir die interne Kalibrierung ein. Wie kürzlich gezeigt werden konnte,
handelt es sich bei dem Ionensignal bei m/z 13.762,4 um das einfach geladene
Transthyretin (Pecks et al. 2010). Der charakteristische Peak (Abb. 2) war in allen
Spektren eindeutig zu identifizieren, auch wenn in einzelnen Spektren eine höheres
Signal-zu-Rausch-Verhältnis bestand. Es wurden jedoch geringfügige
Massenabweichungen bei großer Probenanzahl über die Zentren beobachtet. So wählten
wir für die interne Rekalibrierung einen weiteren charakteristischen Peak im niedrigeren
Massenbereich bei m/z 6.881,0 des einfach doppelt geladenen Transthyretins aus. Mit
den berechneten Massen dieser Moleküle führten wir die interne Rekalibrierung an
jedem Spektrum durch. Um die gelungene Kalibrierung anzuzeigen, konnten wir an den
rekalibrierten Spektren Ionensignale von Transthyretinderivaten aufzeigen, die zuvor
gelelektrophoretisch und massenspektrometrisch an dieser Probe erfasst wurden
(Abb. 4).
4 Ergebnisse
 31
a)
wt-Transthyretin mit Cysteinmodifikation an Position 10
10 34
2810 2820 2830m/z
2826.38
2807,35
Trypsin
2808,34
2826.38
2825 2829m/z
O
NH 2
S O H
O
CPLMVKVLDAVRGSPAINVAVHVFR
S
b)
wt-Transthyretin mit Glutathionmodifikation an Position 10
1GPTGTGESKCPLMVKVLDAVR 21
OO
OH NH
NH2 O
S
NH
O
OH
S
O
2479.3
2477.3
2489.31
2470 2480 2490m/z
4 Ergebnisse
 32
c)
13761
14040
13938
13600 14000 14400m/z
24000m/z
9421
8915
6630
9713
4710
6881
4000 8000 12000 16000 20000
13881 wt-TTR mit Cysteinmodifikation
14134 wt-TTR mit Glutathionmodifikation
Abb. 4: a) MALDI-ToF-Spektrum der trypsinverdauten SDS-Gelbande (s. Abb. 1) mit Signalen
des wt-Transthyretins mit einer Cystinmodifikation an Position 10 und b) mit einer
Gluthationmodifikation an Position 10. c) Intern kalibriertes Serumspektrum mit den Signalen
m/z 13.881 für wt-TTR mit Cystinmodifikation und m/z 14.134 für wt-TTR mit
Gluthationmodifikation
Nach erfolgreicher interner Rekalibrierung wurden alle Spektren in das ClinProTools-
Programm geladen, wobei 3 Spektren aus Messreihe 1 aufgrund genannter Kriterien
durch das Programm ausgeschlossen wurden (siehe Kapitel 3). Jetzt war die akkurate
Berechnung der Signalintensitäten, in unserem Fall der AUC möglich.
4.3 Testgenauigkeit des multiparametrischen Scorings
Das kürzlich erstellte Scoring-System zur Diskriminierung der Serumproben basierend
auf fünf Ratios von insgesamt sechs Ionensignalen führt zu einem dichotomen Score
von „0“ bis „5“. Das beste Unterscheidungsvermögen des Verfahrens hat sich für die
Einordnung einer Probe zur Präeklampsie-Gruppe für einen kumulativen Score über „2“
ergeben (Pecks et al. 2010). Dieses Verfahren haben wir auf alle 126 Proben der vier
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Zentren angewandt. Die errechnete Testgüte liegt hier bei einer Sensitivität von 0,67
und einer Spezifität von 0,8 in Messreihe 1 und bei einer Sensitivität von 0,63 und
Spezifität von 0,82 in Messreihe 2 (Tab. 2).
Tab. 2: Diskriminierungsfähigkeit der multiparametrischen Analyse für PE und CN vor der
Standardisierung
Messreihe 1
n(PE)  57 AUC der ROC-Kurve 0,7931
n(CN)  66 Standardfehler 0,0413
Signifikanzlevel p 0,0001 95 % Konfidenzintervall 0,712-0,874
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,937 - 1,000 0,000 0,000 - 0,055 1,000
 > 0 0,895 0,789 - 0,951 0,500 0,383 - 0,617 1,789 0,211
 > 1 0,789 0,667 - 0,875 0,727 0,610 - 0,820 2,895 0,289
 > 2 0,667 0,537 - 0,775 0,803 0,692 - 0,881 3,38 0,42
 > 3 0,491 0,366 - 0,617 0,848 0,743 - 0,916 3,242 0,600
 > 4 0,123 0,061 - 0,232 1,000 0,945 - 1,000  0,877
 > 5 0,000 0,000 - 0,063 1,000 0,945 - 1,000   1,000
Messreihe 2
n(PE)  60 AUC der ROC-Kurve 0,8129
n(CN)  66 Standardfehler 0,0379
Signifikanzlevel p 0,0001 95 % Konfidenzintervall 0,739-0,887
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität
95 % iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,940 - 1,000 0,000 0,000 - 0,055 1,000
 > 0 0,917 0,819 - 0,964 0,515 0,397 - 0,632 1,891 0,162
 > 1 0,750 0,628 - 0,842 0,727 0,610 - 0,820 2,750 0,344
 > 2 0,633 0,507 - 0,744 0,818 0,709 - 0,893 3,483 0,448
 > 3 0,467 0,346 - 0,591 0,909 0,816 - 0,958 5,133 0,587
 > 4 0,183 0,106 - 0,299 1,000 0,945 - 1,000  0,817
 > 5 0,000 0,000 - 0,060 1,000 0,945 - 1,000  1,000
Grau unterlegt sind die verwendeten Ergebnisse für die PE-Einordnung ab einem Score >2
Beide Werte sind schwächer als die kürzlich veröffentlichten Werte. Letztere
resultierten aus einem Probenkollektiv eines Zentrums und ausschließlich aus
early-onset Präeklampsien. Der Abfall von Sensitivität und Spezifität muss also auf
Einflüsse hinsichtlich des Gestationsalters und Einflüsse der verschiedenen Zentren
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untersucht werden. Um letztere Einflüsse zu prüfen, separierten wir die neu gemessenen
Daten des alten Probenkollektivs aus Aachen (Zentrum 1.2), mit welchem die
Scoringregeln erstellt wurden, und verglichen diese mit jenen der Zentren unserer
Multizenterstudie. Neu hinzugekommene Proben aus Aachen stellten „Zentrum 1.1“
dar, Leipzig „Zentrum 2“, Rostock „Zentrum 3“, Essen „Zentrum 4“. Graphisch ließen
die Durchschnittsspektren der Zentren bei grundsätzlich guter Übereinstimmung
dennoch Unterschiede in den Peakintensitäten erkennen. Mittels Boxplots und T-Test
konnten zwischen den AUCs, die für die Multiparametrische Analyse genutzt wurden,
teils signifikante Unterschiede dargestellt werden (Tab. 3 und Abb. 5). Zu beachten ist,
dass bei Zentrum 1.2 und 1.1, also bei zwei Probenkollektiven aus einem identischen
Perinatalzentrum keine signifikanten Unterschiede der Durchschnitts-AUCs bestehen.
Dies ist ein möglicher Hinweis darauf, dass Zentrumseffekte das Scoring-Ergebnis
beeinflussen können. Unterschiede in den Peakintensitäten und damit den AUCs führen
dazu, dass die kürzlich festgelegten Schwellenwerte nicht optimal auf andere Zentren
übertragbar sind. Um die potentiellen Zentrumseffekte zu minimieren, führten wir eine
zentrumsweise Standardisierung ein.
Tab. 3: Zentrumsunterschiede der Durchschnitts-AUCs (PE und CN) der 6 Peaks im Vergleich
mit Zentrum 1.2
     p-Wert TTest vor Standardisierung  p-Wert TTest nach Standardisierung
Zentrum Zentrum
Peak 1.1 2 3 4  1.1 2 3 4
8915,5 m/z  0,267 0,852 0,977 0,481  0,964 0,999 0,658 -
9421,8 m/z  0,560 0,877 <0,001 <0,001  0,975 0,995 0,795 -
9133,5 m/z  0,505 0,798 <0,001 <0,001  0,997 0,998 0,544 -
13762,4 m/z  0,460 0,018 0,152 <0,001  0,997 0,996 0,529 -
13882,3 m/z  0,143 0,031 0,001 0,746  0,999 0,997 0,380 -
13938,5 m/z 0,071 0,137 0,306 0,089 0,995 0,997 0,738 -
Grau unterlegt sind p-Werte, die einen signifikanten Unterschied der Durchschnitts-AUCs eines
Peaks vom jeweiligen Zentrum zu Zentrum 1.2 zeigen. Signifikanzniveau p = 0,05
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Abb. 5: Zentrumsunterschiede der Durchschnitts-AUCs (PE und CN) der 6 Peaks im Vergleich
mit Zentrum 1.2. Grau unterlegte Boxplots zeigen einen signifikanten Unterschied der
Durchschnitts-AUC eines Peaks zu Zentrum 1.2 an.
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4.4 Einfluss der zentrumsweisen Standardisierung
Die zentrumsweise Standardisierung beruht auf der Erstellung von sogenannten
z-Scores für die einzelnen Ionensignal-AUCs. Sie lassen sich wie folgt mit dem AUC
des Ionensignals (x), dem AUC-Mittelwert des Zentrums (µ) und der
Standardabweichung des Zentrums (σ) berechnen: z = (x-µ)/σ. Für den AUC-Mittelwert
des Zentrums (µ) und die Standardabweichung (σ) werden sowohl Präeklampsien als
auch Kontrollen des Zentrums herangezogen (Abb. 6).
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Abb. 6: Schema zur zentrumsweisen Standardisierung
a) Durchschnittsspektren (PE+CN) aus Zentrum 1.1 (grün) und Zentrum 2 (rot)
b) Box and Whisker Plots aus Zentrum 1.1 (grün) und 2 (rot) zur Darstellung der aberranten
Cut-Off-Werte (blau gestrichelt) beider Zentren für die Differenzierung von PE und CN
c) Darstellung des zentrumspezifischen mittleren Intensitätsunterschiedes des Ionensignals bei m/z
13761 aus allen Proben (CN und PE) eines Zentrums
d) Anwendung der zentrumspezifischen Standardisierung durch Berechnung der z-Scores.
z=(x-μ)/σ; x: AUC des jeweiligen Ionensignals; μ: AUC–Mittelwert des Zentrums;
σ: Standardabweichung des Zentrums
e) Neu determinierter Cut-Off-Wert (blau) differenziert nach Standardisierung Proben beider Zentren
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Abb. 7: Verteilung der kumulativen Scores je vor und nach Standardisierung für M1 und M2
Bei der multiparametrischen Analyse nach Standardisierung anhand der neuen
Schwellenwerte zeigte sich eine deutliche Verbesserung vor allem der Sensitivität. Für
M1 ergab sich eine Sensitivität von 0,85, für M2 von 0,88. Die Werte für die Spezifität
verschlechterten sich leicht und lagen in M1 bei 0,7 und in M2 bei 0,74 (Tab. 4).
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Tab. 4: Diskriminierungsfähigkeit der multiparametrischen Analyse für PE und CN nach Standardisierung
Messreihe 1
n(PE)  46 AUC der ROC-Kurve 0,84272
n(CN)  66 Standardfehler 0,03738
Signifikanzlevel p 0,0001
95 %
Konfidenzintervall 0,769-0,916
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität 95 %iges
Konfidenz-intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,923 - 1,000 0,000 0,000 - 0,055 1,000
 > 0 1,000 0,923 - 1,000 0,258 0,167 - 0,374 1,347 0,000
 > 1 0,935 0,825 - 0,978 0,545 0,426 - 0,660 2,057 0,120
 > 2 0,848 0,718 - 0,924 0,697 0,578 - 0,794 2,798 0,218
 > 3 0,696 0,552 - 0,809 0,788 0,675 - 0,869 3,280 0,386
 > 4 0,261 0,156 - 0,403 1,000 0,945 - 1,000  0,739
 > 5 0,000 0,000 - 0,077 1,000 0,945 - 1,000  1,000
Messreihe 2
n(PE)  49 AUC der ROC-Kurve 0,8491
n(CN)  66 Standardfehler 0,03719
Signifikanzlevel p 0,0001
95 %
Konfidenzintervall 0,776-0,922
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität 95 %iges
Konfidenz-intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,980 - 1,057 0,000 0,000 - 0,055 1,000
 > 0 1,000 0,980 - 1,057 0,318 0,218 - 0,438 1,467 0,000
 > 1 0,918 0,854 - 1,023 0,606 0,485 - 0,715 2,331 0,135
 > 2 0,878 0,801 - 0,996 0,742 0,626 - 0,833 3,407 0,165
 > 3 0,673 0,564 - 0,833 0,803 0,692 - 0,881 3,419 0,407
 > 4 0,245 0,154 - 0,403 0,985 0,919 - 0,997 16,163 0,767
 > 5 0,000 0,000 - 0,077 1,000 0,945 - 1,000  1,000
Grau unterlegt sind die verwendeten Ergebnisse für die PE-Einordnung ab einem Score >2
Um die Anwendbarkeit unserer Analyse auf die verschiedenen Zentren nach
Standardisierung genauer zu untersuchen, erfolgte eine separate ROC-Analyse für
Zentrum 1-3 (Tab. 5). Wie erwartet wurde die beste Diskriminierung der Proben für
Zentrum 1.2 erreicht mit einer AUC von 0,95 gemittelt über M1 und M2, da an diesem
Probenkollektiv die Scoring-Regeln aufgestellt wurden. Für Zentrum 1.1, 2 und 3 fielen
die Werte zwar zufriedenstellend, jedoch schlechter als für 1.2 aus.
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Tab. 5: Separate ROC-Analyse für Zentrum 1-3 nach Standardisierung
Messreihe 1
Zentrum AUC St.F. Sens.
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spez.
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
1.1 0,818 0,053 0,800 0,609 - 0,911 0,625 0,470 - 0,758 2,13 0,32
1.2 0,951 0,046 0,909 0,623 - 0,984 0,923 0,667 - 0,986 11,82 0,10
2 0,775 0,175 0,750 0,301 - 0,954 0,600 0,231 - 0,882 1,88 0,42
3 0,896 0,092 1,000 0,610 - 1,000 0,750 0,409 - 0,929 4,00 0,00
Messreihe 2
Zentrum AUC St.F. Sens.
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spez.
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
1.1 0,798 0,057 0,852 0,675 - 0,941 0,675 0,520 - 0,799 2,62 0,22
1.2 0,948 0,050 1,000 0,741 - 1,000 0,846 0,578 - 0,957 6,50 0,00
2 0,920 0,093 0,800 0,376 - 0,964 1,000 0,566 - 1,000 - 0,20
3 0,885 0,092 0,833 0,436 - 0,970 0,750 0,409 - 0,929 3,33 0,22
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Abb. 8: ROC-Kurven aller Zentren
4.5 Einfluss des Gestationsalters auf die Testgüte
Serumproben des Initialkollektives 1.2 stammten von Patientinnen mit early onset
Präeklampsie (vor der 34. SSW) und Kontrollen vergleichbaren Gestationsalters. Neu
hinzukommende Patientenkollektive beinhalteten zudem late onset Präeklampsien
sowie Kontrollen höheren Schwangerschaftsalters. Korrelationsanalysen nach Spearman
zum Einfluss des Gestationsalters auf den kumulativen Score zeigten für die Kontrollen
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eine leicht bis moderat positive Korrelation (r = 0,39 in M1, r = 0,43 in M2). Für die
Präeklampsie zeigte sich eine gegensätzliche Tendenz ( r = -0,13 in M1, r = -0,07
in M2) (Abb. 9).
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Abb. 9: Korrelation des Gestationsalters (SSW) mit dem kumulativen Score für PE (schwarz)
und CN (weiß). Für M1+2 ist die Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben. Signifikante
Unterschiede der CN-Scores nach der 37. SSW zu denen vor der 37. SSW sind mit eckigen
Klammern markiert.
Mit steigendem Schwangerschaftsalter näherten sich die Scores von Präeklampsien und
Kontrollen an und die Diskriminierungsfähigkeit der multiparametrischen Analyse
nahm ab. Um die Testgüte für niedrige Schwangerschaftsalter zu untersuchen, wurden
alle early onset Präeklampsien unserer Studie separiert und eine gesonderte Analyse
durchgeführt. Hierin befanden sich somit 32 early onset Präeklampsien und 45
Kontrollen entsprechenden Schwangerschaftsalters. Beide Gruppen waren hinsichtlich
Alter, Gravität, Parität, Gestationsalter bei Punktion und BMI gut vergleichbar (Tab. 6).
Signifikante Unterschiede beider Gruppen waren bei der Dauer bis zur Geburt, dem
Geburtsgewicht und der Percentileneinordnung festzustellen (Tab. 7). Die ROC-
Analyse dieses „early onset“-Kollektivs ergibt eine Verbesserung der
Diskriminierungsfähigkeit gegenüber der Analyse des Gesamtkollektivs, das auch SS
nach der 34. SSW beinhaltet. Die AUC der Receiver Operating Characteristic   (ROC)-
Kurve beträgt 0,915 für M1 beziehungsweise 0,91 in M2. Die Werte für die Sensitivität
erreichen 0,87 in M1 und 0,91 in M2. Die Spezifität beträgt 0,80 in M1 und 0,87 in M2
(Tab. 8). Die Testgüte nähert sich also den kürzlich veröffentlichten Werten an ohne
diese jedoch zu erreichen (Pecks et al. 2010).
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Für frühe Schwangerschaftswochen vor der 34. SSW verzeichnet unsere
multiparametrische Analyse die beste Diskriminationsfähigkeit mit einer Sensitivität bis
0,91, nach diesem Zeitpunkt gelingt die Einordnung schlechter. Anteilsmäßig sinkt nach
der 34. SSW vor allem die Spezifität.
Tab. 6: Patientenübersicht mit demographischen und klinischen Parametern für Probanden von
der 24. bis zur 34. SSW
CN PE
Anzahl (n) 45      32
Alter (Jahre) 30,25 [ 28,45 - 32,05 ] 31,15 [ 28,78 - 33,53 ]
Anzahl Gravidität 2,08 [ 1,732 - 2,418 ] 1,79 [ 1,298 - 2,273 ]
Anzahl Parität 0,68 [ 0,4 - 0,95 ] 0,57 [ 0,284 - 0,859 ]
BMI (kg/m²) 23,87 [ 22,07 - 25,67 ] 25,63 [ 23,9 - 27,37 ]
Gestationsalter bei
Blutentnahme 29,56 [ 28,74 - 30,39 ] 30,19 [ 29,22 - 31,16 ]
Systolischer Blutdruck (mmHg) 117,85 [ 114,2 - 121,5 ] 162,93 [ 154,9 - 171 ]
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 68,73 [ 65,5 - 71,95 ] 101,63 [ 96,14 - 107,1 ]
Tage bis zur Entbindung (Tage) 56,03 [ 47,57 - 64,48 ] 5,59 [ 2,008 - 9,177 ]
Gestationsalter bei Entbindung 38,06 [ 37 - 39,07 ] 30,95 [ 29,76 - 32,15 ]
Fetales Geburtsgewicht (g) 3103 [ 2873 - 3332 ] 1327 [ 1135 - 1518 ]
Percentile 47 [ 41,83 - 52,74 ] 36 [ 28,19 - 44,73 ]
Patientenzahl Zentrum 1.2 13  28,9 %    11  34,4 %
Patientenzahl Zentrum 1.1 23  51,1 %    12  37,5 %
Patientenzahl Zentrum 2 5  11,1 %    5  15,6 %
Patientenzahl Zentrum 3 4  8,9 %    4  12,5 %
Tab. 7: TTest demographischer Daten des early onset-Kollektivs (Satterthwaite
Ungleiche Varianz)
Variable   p-Wert
Alter 0,5397
Gravität 0,3262
Parität 0,5975
Gestationsalter bei Punktion 0,3182
BMI vor SS 0,1547
Tage bis zur Entbindung <.0001
Gestationsalter bei Entbindung <.0001
Fetales Gewicht <.0001
Percentile 0,0298
Grau unterlegte p-Werte signalisieren einen signifikanten Unterschied zwischen
PE und CN. Signifikanzniveau p = 0,01
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Tab. 8: Diskriminierungsfähigkeit der multiparametrischen Analyse nach Standardisierung für
PE und CN der 24. bis 34. SSW
Messreihe 1
n(PE)  31 AUC der ROC-Kurve 0,915
n(CN)  45 Standardfehler 0,033
Signifikanzlevel p 0,0001 95 % Konfidenzintervall 0,85-0,98
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,890 - 1,000 0,000 0,000 - 0,078 1,00
 > 0 1,000 0,890 - 1,000 0,356 0,232 - 0,502 1,55 0,00
 > 1 0,968 0,838 - 0,994 0,689 0,543 - 0,805 3,11 0,05
 > 2 0,871 0,711 - 0,949 0,800 0,662 - 0,891 4,35 0,16
 > 3 0,742 0,568 - 0,863 0,889 0,765 - 0,952 6,68 0,29
 > 4 0,290 0,161 - 0,466 1,000 0,922 - 1,000  0,71
 > 5 0,000 0,000 - 0,110 1,000 0,922 - 1,000   1,00
Messreihe 2
n(PE)  32 AUC der ROC-Kurve 0,910
n(CN)  45 Standardfehler 0,037
Signifikanzlevel p 0,0001 95 % Konfidenzintervall 0,838-0,983
Score Sensitivität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Spezifität
95 %iges
Konfidenz-
intervall
Positives
Likelihood-
Verhältnis
Negatives
Likelihood-
Verhältnis
 ≥ 0 1,000 0,893 - 1,000 0,000 0,000 - 0,078 1,00
 > 0 1,000 0,893 - 1,000 0,422 0,290 - 0,567 1,73 0,00
 > 1 0,938 0,798 - 0,983 0,689 0,543 - 0,805 3,01 0,09
 > 2 0,906 0,758 - 0,968 0,867 0,738 - 0,937 6,80 0,11
 > 3 0,625 0,452 - 0,771 0,911 0,793 - 0,965 7,03 0,41
 > 4 0,250 0,132 - 0,421 0,978 0,884 - 0,996 11,25 0,77
 > 5 0,000 0,000 - 0,107 1,000 0,922 - 1,000   1,00
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4.6 Subgruppenanalyse der Präeklampsien
Die Präeklampsie ist ein heterogenes Krankheitsbild, das sich anhand klinischer
Parameter und Verläufe in unterschiedliche Subgruppen gliedern läßt. Insgesamt
wurden sechs Subgruppen mittels Mann-Whitney-U-Test daraufhin untersucht, ob unser
Score Aufschluss über Schwere, Verlauf und fetales Outcome geben kann. Die
Fallzahlen der Subgruppen sowie die p-Werte der Teste sind in Tabelle 9
wiedergegeben.
Die Testungen zeigten, dass je nach Subgruppe geringfügige Unterschiede der
kumulativen Scores bestehen, diese jedoch bei einem p-Wert von 0,0083 keine
Signifikanz aufweisen. Interessant ist jedoch ein Blick auf die per
Mann Whitney U-Test berechneten mittleren Ränge der Subgruppen. Vereinfacht bildet
jede Subgruppe 2 Entitäten; eine erstere mit physiologischem Zustand beziehungsweise
einem geringerem Krankheitswert und eine zweite mit einem höheren Krankheitswert
(Abb. 10).
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Abb. 10: Mittlere Ränge der PE-Subgruppen aus den Mann-Whitney-U-Tests für M1 und M2
Für einige Proben lagen keine verlässlichen klinischen Daten bezüglich einzelner
Subgruppen vor und konnten daher für jeweilige Subgruppenanalyse nicht verwendet
werden. Für die Subgruppenanalyse standen daher nicht alle 66 Kontrollen und 60
Präeklampsien zur Verfügung. Die entsprechenden Fallzahlen der Subgruppen sind in
Tabelle 9 vermerkt.
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Für den höheren Krankheitswert bestehen in drei der sechs Subgruppen höhere mittlere
Ränge in beiden Messreihen und somit tendenziell ein höherer kumulativer Score. Bei
den Subgruppen für die IUGR, den Zeitraum bis zur Entbindung und den 5’APGAR
lässt sich diese Tendenz jedoch nicht beobachten.
Tab. 9: PE-Subgruppenanalyse anhand ihrer kumulativen Scores mittels Mann-Whitney-U-Test
für Messreihe 1 und 2
M1   Signifikanzniveau 0,0083
Subgruppe n
mittlerer
Rang U-Wert Z-Wert p-Wert
Early versus Late onset PE late=17 21,18 286 0,938 0,350
 early=29 24,86
PE ohne IUGR versus mit IUGR ohne IUGR=39 24,09 113,5 -0,727 0,491
 mit IUGR=7 20,21
Aktuelle schwere PE
versus milde PE
mPE=10 17,25 152,5 0,616 0,527
aktuelle sPE=27 19,65
Tage bis zur Entbindung ≤48h
versus >48h
>48h=18 24,50 162 -1,438 0,152
≤48h=24 19,25
Postpartale Verweildauer im
Krankenhaus: ≤4d versus >4d
≤4d=4 10,75 33 -1,844 0,069
>4d=36 21,58
Fetaler 5'APGAR ≤7 versus >7 5'APGAR>7=35 21,61 118,5 -0,125 0,886
 5'APGAR≤7=7 20,93
M2 Signifikanzniveau 0,0083
Subgruppe n
mittlerer
Rang U-Wert Z-Wert p-Wert
Early versus Late onset PE late=17 25,53 263 -0,189 0,855
early=32 24,72
PE ohne IUGR versus mit IUGR ohne IUGR=41 26,11 118,5 -1,291 0,204
mit IUGR=8 19,31
Aktuelle schwere PE versus
milde PE
mPE=10 17,60 149 0,501 0,620
sPE=27 19,52
Tage bis zur Entbindung ≤48h
versus >48h
>48h=19 23,34 221,5 -0,393 0,696
≤48h=25 21,86
Postpartale Verweildauer im
Krankenhaus: ≤4d versus >4d
≤4d=4 18,13 62,5 -0,520 0,693
>4d=37 21,31
Fetaler 5'APGAR ≤7 versus >7 5'APGAR>7=36 23,15 120,5 -0,749 0,473
5'APGAR≤7=8 19,56
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5 Diskussion
5.1 Material und Methoden
5.1.1 Patientenauswahl
Die Prävalenz der Präeklampsie liegt bei 2-8 % aller schwangeren Frauen (Rath u.
Fischer 2009). Gemessen daran konnte eine große Anzahl von insgesamt 60
Präeklampsie-Proben gewonnen und untersucht werden sowie 66 Kontroll-Proben. Alle
Diagnosekriterien waren verlässlich erfüllt und entsprechend dokumentiert. Dennoch
waren die Fallzahlen der einzelnen beteiligten Zentren bis auf Zentrum eins gering.
Gleichwohl konnten für diese Zentren zufriedenstellende Testgüten erreicht werden.
Problematisch stellte sich das Fehlen der Kontrollen aus Zentrum vier dar, weil dadurch
die neu eingeführte Standardisierung nicht durchführbar war. Damit konnte für dieses
Zentrum keine endgültige Berechnung der Testgüte stattfinden. Jede Probe stammte aus
einem universitären Perinatalzentrum. Tendenziell sind hier schwerere Krankheitsfälle
vorzufinden, da milde Fälle auch in nicht-universitären Krankenhäusern behandelt
werden. Somit könnte der Probenpool unserer Studie einem Selektionsbias unterliegen.
5.1.2 Serumgewinnung
Die Probenakquise wurde über den Zeitraum von 2004 bis 2009 definiert. Dabei kann
die Probenqualität auch bei sachgerechter Lagerung über die Zeit abnehmen und die
Messergebnisse möglicherweise beeinflussen. Zudem wurden in den Zentren zwei bis
vier sehr ähnliche, aber nicht identische Protokolle zur Probenhandhabung und
Serumgewinnung angewandt, wie wir sie für unsere Studie festgelegt hatten. Das war
der Tatsache geschuldet, dass die Serumproben anderer Zentren teils für weitere
Studienzwecke mit eigenem Protokoll gesammelt wurden. Beispielsweise war in
Zentrum drei eine verzögerte Verarbeitung von Seren bis zu drei Stunden statt bis zu
einer Stunde erlaubt. Solche Unterschiede in der Probengewinnung und –handhabung
können das Serumproteom deutlich beeinflussen (Coombes et al. 2005).
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5.1.3 Zentrumseffekte
Gut sichtbar machten sich die Zentrumseffekte an den unterschiedlichen
Peakintensitäten der sechs Peaks unserer multiparametrischen Analyse. Während die
zwei Kollektive 1.1 und 1.2 aus einem Perinatalzentrum keine signifikanten
Peakintensitätsunterschiede aufwiesen, war das für Zentrum zwei, drei und vier dagegen
der Fall (Abb. 5). Als Ursache sind neben den Unterschieden in der Probenhandhabung
und -entnahme (siehe oben) hinsichtlich eines Zentrumseffektes auch regionale
Einflüsse bei Patientinnen nicht auszuschließen. Auch die teils geringen Fallzahlen pro
Zentrum können einen Bias verursachen sowie bei der Patientenauswahl einen
Selektionsbias bewirken. So war Zentrum zwei als einziges auswärtiges Zentrum
ausschließlich mit early onset Präeklampsien vertreten.
5.1.4 Serumaufarbeitung und Massenspektrometrie-Messung
Die Serumaufarbeitung mittels Magnetic Beads und die massenspektrometrischen
Messungen wurden streng nach Protokoll in einem Labor und durch einen Untersucher
durchgeführt. Dabei vermindern sich die Wahrscheinlichkeit für weitere
Zentrumseffekte und Untersuchereinflüsse. Die Gruppenzugehörigkeit der Proben war
durch Nummerierung der Proben bei Verarbeitung und Messung nicht ersichtlich, um
einen möglichen detection bias zu verhindern. Durch die zentralen Messungen lassen
sich aber andererseits keine Aussagen zur Reproduzierbarkeit der Methode durch
andere Labore und Untersucher machen. Zumindest für die Proben aus Zentrum 1.2
lässt sich die Reproduzierbarkeit der Methode befürworten. Diese Proben wurden für
die Methodikerstellung verwandt und wurden im Rahmen dieser Studie erneut
untersucht, wobei annähernd gleiche Werte für die Probendifferenzierung erreicht
werden konnten. Darüberhinaus führten wir zwei Messvorgänge durch, wobei auch hier
ähnliche Ergebnisse erzielt wurden. Dass dennoch keine identischen Werte für M1 und
M2 vorlagen, führen wir zum einen auf technische und zum anderen auf
aufarbeitungsbedingte Unterschiede zurück, die trotz sorgsamen Arbeitens entstehen
können.
Insgesamt schätzen wir die methodischen Fehler durch Patientenauswahl,
Serumaufarbeitung und Messungen als leicht- bis mittelgradig ein.
Während der Aufarbeitung mittels der Magnetic Beads werden Proteine und Peptide aus
dem Serum ausgewaschen, welche ansonsten das Massenspektrum der Probe nicht
verwertbar machen, da geringere Mengen an Proteinen durch die Signale zahlreicherer
Bestandteile überlagert werden. Jedoch ist auch nicht auszuschließen, dass durch das
Verfahren Serumproteine ausgewaschen werden, die womöglich größeres Potential zur
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Probendifferenzierung besitzen als die sechs ausgewählten Signale unserer
multiparametrischen Analyse.
Diese sechs Signale sind bisher noch nicht vollständig identifiziert. Die Zuordnung der
sechs Signale zu ihren zugehörigen Proteinen könnte möglicherweise weitere Hinweise
auf die Pathophysiologie der Präeklampsie liefern. Pecks et al. konnten bislang das
Signal bei m/z 13.762,4 als Transthyrethin identifizieren (Pecks et al. 2010). Weiterhin
fanden wir Hinweise darauf, dass es sich bei dem Signal mit m/z 13.882,3 um das
Transthyretin mit Cysteinmodifikation handelt und bei dem Signal mit m/z 13.938,5 um
eine weitere noch nicht identifizierte Transthyretinmodifikation.
5.1.5 Die Bedeutung von Transthyretin in der Schwangerschaft und bei
der Präeklampsie
Die multiparametrische Analyse beruht auf sechs Serumproteinsignalen. Das Signal mit
m/z 13.762,4 wurde als Transthyretin erkannt (Pecks et al. 2010). Die Signale des
einfach und doppelt geladenen TTRs wurden zudem für die interne Rekalibrierung
verwendet. Bei dem Signal mit m/z 13.882,3, ebenfalls Teil unserer
multiparametrischen Analyse, liegt mit großer Wahrscheinlichkeit die
Cysteinmodifikation des TTR vor. Bisher ist für TTR im Zusammenhang mit der
Schwangerschaft folgendes bekannt: Aus Tierversuchen weiß man, dass vom
Dottersack produziertes TTR über die basolaterale Membran in Richtung der fetalen
Zirkulation sezerniert wird (Richardson et al. 2007; Thomas et al. 1990). Auch in der
humanen Plazenta ist die TTR-Produktion nachgewiesen worden. Es wird vermutet,
dass TTR für den Transport von Schilddrüsenhormonen von der Mutter zum Feten
beteiligt ist (McKinnon et al. 2005; Landers et al. 2009). Schilddrüsenhormone stellen
einen essentiellen Beitrag zur fetalen Hirnentwicklung dar (Porterfield et al. 1993).
Massenspektrometrische Untersuchungen, die TTR in Zusammenhang mit der
Präeklampsie bringen, wurden an Fruchtwasser durchgeführt (Vascotto et al. 2007).
Interessanterweise fanden sich in der Amnionflüssigkeit der fünf untersuchten
Präeklampsie-Proben höhere Konzentrationen der monomeren Form des TTR als bei
den entsprechenden Kontrollen. Die Monomere von TTR sind Produkte aus oxidativen
Reaktionen, die hypothetisch bei oxidativen Stress entstehen können. Bei unseren
Präeklampsie-Proben lagen niedrigere TTR-Werte im Sinne niedrigerer
Peakintensitäten und -AUCs vor und diese wiederum nicht in der Amnionflüssigkeit
sondern im Serum der Schwangeren.
Nicht massenspektrometrisch erfasste, erhöhte Serumwerte von TTR bei late onset
Präeklampsie-Patientinnen stellten Atkinson et al. fest (Atkinson et al. 2009), während
die Peakintensitäten für TTR unserer Präeklampsie-Proben (early und late onset
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Präeklampsie) dagegen niedrigere Werte aufwiesen. Da die genaue Bedeutung des TTR
in der Schwangerschaft noch unbekannt ist, bleibt es daher abzuwarten wie diese
konträren Ergebnisse einzuordnen sind. Außerhalb der Schwangerschaft sind folgende
Funktionen des TTR bekannt: Zum einen fungiert es als ein Transportmolekül für
Schilddrüsenhormone, zum anderem bindet es Retinol-bindendes Protein. Vermutlich
soll dadurch ein Retinolverlust durch die glomeruläre Filtration vermieden werden (Raz
et al. 1969). Kürzliche Untersuchungen haben zeigen können, dass bei early onset
Präeklampsie gegenüber Kontrollen eine erhöhte Konzentration an Retinolbindendem
Protein 4 (RBP 4) besteht (Vaisbuch et al. 2010). Die erhöhte Konzentration könnte
durchaus in Zusammenhang mit einem Mangel an TTR stehen, wie wir ihn bei
Präeklampsie beobachtet haben. Die verminderte Bindung an TTR könnte in einer
höheren RBP 4-Serumkonzentration resultieren. Überdies ist TTR als negatives Akut-
Phase-Protein bekannt. Negativ akut Phase Proteine zeigen durch ihre erniedrigte
Serumkonzentration eine akute Entzündung an. Folglich ist es im Serum nach
Zuständen wie Entzündungen, Trauma, Operationen und Mangelernährung
herunterreguliert (Dickson et al. 1982). Auch das dritte Trimenon der Schwangerschaft
wird als ein Zustand physiologischer Entzündungsprozesse bezeichnet (Redman et al.
2003). Demnach könnten erniedrigte TTR-Werte von gesunden Schwangeren zur
erhöhten Falsch Positiv-Rate in späten Gestationsaltern beitragen.
Abgesehen von der TTR-Produktion in der Plazenta der Schwangeren wird TTR zum
großen Teil in der Leber synthetisiert, aber auch im Plexus choroideus. Es gibt
neurologische Erkrankungen, die mit veränderten TTR-Spiegeln in Zusammenhang
gebracht werden, darunter die Amyloidose, die Depression und die Demenz (Lime et al.
2003; Sousa et al. 2004; Gloeckner et al. 2008). Bei der Familiären Transthyretin
Amyloidose (ATTR) finden sich verschiedene Varianten des TTR im Plasma (Lim et al.
2003). Auch wir haben TTR-Modifikationen in den Spektren zeigen können. Darunter
das wt-TTR mit Cysteinmodifikation und das wt-TTR mit Glutathionmodifkation
(Abb. 4). Wie und ob die Modifikationen des TTR bei Schwangeren mit der
Präeklampsie zusammenhängen, ist noch unbekannt.
5.1.6 Die Bedeutung der Massenspektrometrie in der Präeklampsie-
Erforschung
Der Einsatz der massenspektrometrischer Analysevefahren hat auch in der Erforschung
hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen Einzug gefunden. Kürzlich durchgeführte
massenspektrometrische Serumuntersuchungen präeklamptischer Schwangerer wurden
im Gegensatz zu unserem Verfahren mittels 2D-Gelelektrophorese unterstützt, um
potentielle Biomarkerproteine zu entdecken (Blumenstein et al. 2009; Watanabe et al.
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2004). Ebenso 2D-gelelektrophoretisch gestützt wurden MALDI-ToF-MS-
Untersuchungen von Plazentaproteinen durch Gharesi-Fard et al.
(Gharesi-Fard et al. 2010). Den Ansatz Plazentaproteine zu untersuchen, verfolgten
auch deGroot et al. Aus villösen Trophoblasten und villösen Stromazellen wurden
Proteine mithilfe der MALDI-ToF-MS und anschließenden MS/MS-Experimenten
analysiert. Es stellte sich eine abnormale Regulation des trophoblastischen
Choriomammotropin heraus, vermutlich bedingt durch eine abnorme Calcyclin-
Expression and –Regulation (De Groot et al. 2007).
Eine der wenigen gelfreien Untersuchungen von Serum-Präeklampsie-Proben mittels
LC-MALDI–Analysen durch Blankely et al. konnte Konzentrationsunterschiede einiger
Proteine feststellen, darunter vorrangig Endoglin, PAPP-A und PSG 1, welche im
Vergleich zu den Kontrollen alle höhere Konzentrationen aufwiesen (Blankley et al.
2009). Eine erste Proteomsignatur zur massenspektrometrischen Diagnose einer
Präeklampsie wurde anhand von Urinproben erstellt (Buhimschi et al. 2008). Die
Klassifizierung der Patientenproben mit der surface-enhanced laser
desorption/ionization (SELDI) ToF-MS erreichte eine ROC-AUC von 0,92
(Konfidenzintervall 0,87 - 0,96) und liegt damit in einem mit unserem Verfahren
vergleichbaren Bereich. Im Unterschied zu unserem Patientenkollektiv wurden hierbei
jedoch nur Patientinnen eingeschlossen, bei denen es im Rahmen einer schwereren
Form der Präeklampsie zur Frühgeburt kam. Bezüglich der differenzierenden Peaks,
beziehungsweise deren Ratios war gefordert, dass ein hoch signifikanter Unterschied
zwischen Präeklampsien und Kontrollen besteht (p < 0,0001). Zu diskutieren wäre
hierbei, dass bei Vernachlässigung schwächerer Peak- oder Ratiodifferenzen ein
Informationsverlust stattfindet.
Peakunterschiede von Massenspektren als auch ihre Ratios zeigten sich auch als
differenzierend beim HELLP-Syndrom und entsprechenden Kontrollen (Koy et al.
2005). Hierbei wurden Plasmaproben fraktioniert sowie auch unfraktioniert mittels
Kryodetektor ToF MS vermessen. Die Einteilung der Proben erreichte damit eine
Sensitivität von 87,5 % und eine Spezifität von 100 %. Die Arbeit hebt unter anderem
die erstmalig mit HELLP in Verbindung gebrachte erhöhte
Serumamyloid A-Konzentration (SAA), einem Akut-Phase-Protein, hervor. Jedoch
reicht die SAA-Bestimmung als alleiniger Faktor zum Ausschluss von Falsch Positiven
Ergebnissen nicht aus.
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5.2 Ergebnisse
5.2.1 Testgüte der Gesamtgruppe
Die Pathogenese der Präeklampsie bleibt trotz intensiver Forschung unklar (Higgins u.
Brennecke 1998). Die Ursachenforschung gestaltet sich auch wegen der ausgeprägten
Heterogenität der Erkrankung so schwierig (Von Dadelszen et al. 2003; Huppertz 2008;
Villar et al. 2006). Der Focus der aktuellen Hypothese liegt in einer gestörten
Plazentafunktion in der frühen Schwangerschaft. Dabei kommt es bei der Implantation
zu einer verminderten plazentaren Trophoblasteninvasion und bei der Plazentation zu
einem verringerten Spiralarterienremodelling (Steegers et al. 2010;
Holzgreve et al. 1998). Letztendlich resultiert eine plazentare Ischämie und eine early
onset Präeklampsie, die in etwa 5-20 % der Präeklampsien vorliegt. Als Folge der
Ischämie lassen sich Trophoblastenzellen und zellfreie DNA im mütterlichen Plasma
nachweisen (Holzgreve et al. 1998; Lo et al. 1999). Die übrigen 80 % der
Präeklampsien macht das late onset Kollektiv aus. Die gängige Hypothese geht bei der
late onset Präeklampsie von mütterlichen Suszebtilitätsfaktoren aus (Huppertz 2008).
Dabei spielen kardiovaskuläre Erkrankungen und/oder das metabolische Syndrom der
Mutter eine große Rolle. Sowohl bei der early als auch bei der late onset Präeklampsie
kommt es zu einer systemischen Inflammation und oxidativem Stress (Roberts et al.
2009). Wir konnten zeigen, dass die Testgüte für das Gesamtkollektiv mit den late onset
Präeklampsien schlechter abschneidet als die Berechnungen für die early onset
Präeklampsien. Vorrangig verschlechtert sich die Spezifität. Dies deckte sich auch mit
der signifikant positiven Korrelation der Kontrollen mit dem kumulativen Score.
Darüberhinaus waren in der aktuellen Studie auch Patientinnen mit Vorerkrankungen
eingeschlossen, was bei der Methodikerstellung nicht der Fall war. Wir sehen darin
einen weiteren möglichen Grund für die Verschlechterung der Spezifität.
5.2.2 Testgüte der einzelnen Zentren
Für die einzelnen Zentren wurden leicht unterschiedliche Werte für Sensitivität und
Spezifität beobachtet. Erwartungsgemäß waren für Zentrum 1.2 die besten Werte zu
verzeichnen, da anhand dieses Probenkollektivs die multiparametrische Analyse erstellt
wurde und die strengsten Kriterien zum Studieneinschluss vorlagen. Vor allem lagen
hier ausschließlich early onset Präeklampsien vor. Lediglich Zentrum 2 setzte sich
ebenfalls nur aus early onset Präeklampsien und Kontrollen entsprechenden
Schwangerschaftsalters zusammen. Hier zeigen sich im Zentrumsvergleich hinter
Zentrum 1.2 die besten Werte. Den geringsten Anteil an early onset Präeklampsien
zeigte sich im Zentrum 1.1 und analog im Zentrumsvergleich die schlechteste Testgüte.
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Neben der Zusammensetzung aus early beziehungsweise late onset Präeklampsien
nehmen aber sicherlich auch oben genannte Zentrumseffekte Einfluss auf die
Testergebnisse.
5.2.3 Testgüte in Abhängigkeit von der Schwangerschaftswoche
Wir haben Korrelationsanalysen unseres Scores mit dem Schwangerschaftsalter
durchgeführt. Dabei zeigte sich für steigende Schwangerschaftsalter eine Annäherung
der Scores für Präeklampsien und Kontrollen. Damit fällt mit zunehmender SSW die
Diskriminierungsfähigkeit unserer Analyse. Versteht man die Präeklampsie als maximal
gesteigerte Form der inflammatorischen Reaktion der Mutter, die auch zum Ende der
physiologischen Schwangerschaft auftritt, könnte dies die ansteigenden Score-Werte der
Kontrollen in späten SSW zum Teil erklären.
Die getrennten Berechnungen für das early onset und das late onset Kollektiv und die
entsprechenden Kontrollen zeigen deutlich, dass die Probeneinordnung für das early
onset Kollektiv besser gelingt. Liegen die Werte des Gesamtkollektivs für die
Sensitiviät bis 0,88 und für die Spezifität bis 0,74 präsentieren sich diese Werte im
early-onset Kollektiv bis 0,91 für die Sensitivität und bis 0,87 für die Spezifität. Dieses
Verfahren eignet sich folglich am besten für die Unterscheidung von gesunden und
präeklamptischen Schwangeren bis zur 34. SSW. Diese Ergebnisse unterstützen die
Vermutung, dass sich Schwangere mit early onset Präeklampsie von jenen mit late onset
Präeklampsie unterscheiden, es sich bei der Präeklampsie also um ein heterogenes
Krankheitsbild handelt.
5.2.4 Subgruppenanalyse
Oben erwähnte Einteilung in early- und late-onset Präeklampsie haben wir mit dem
Mann-Whitney-U-Test untersucht. Dabei konnte wie auch bei fünf weiteren
Subgruppen kein signifikanter Unterschied des Scores festgestellt werden. Dennoch
zeigten sich für die Gruppen mit schweren Verläufen, höherem Krankheitswerte oder
einem schlechteren fetalem Outcome die Tendenz zu höheren Score-Werten.
Erschwerend auf die Subgruppenbildung wirkte sich die inkonsistente Verfügbarkeit der
klinischen Daten aus. Niedere Fallzahlen erschweren signifikante Ergebnisse und
erlauben nur eine inadequate statistische Power. Höhere Fallzahlen je Subgruppe ließen
eine verlässlichere Analyse zu. Der prädiktive Wert von Serummarkern und -profilen in
Bezug auf das klinische Outcome fanden bisher wenig Beachtung. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die MALDI-ToF-MS Serumsignatur Potential zu prädiktiven Aussagen
besitzt. Allerdings ist die Beschränkung auf die sechs Serumproteinpeaks unserer
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multifaktoriellen Analyse beziehungsweise die Auswahl derer nicht ausreichend
geeignet und sollte um weitere Peaks ergänzt und/oder durch andere Subgruppen-
differenzierende Peaks ersetzt werden.
5.3 Multiparametrisches Scoring im Vergleich mit
Präeklampie-Tests
Die klinische Diagnose der Präeklampsie wird weiterhin anhand der Blutdruckmessung
und der Proteinurie (Sibai et al. 2009; Report of the National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy. 2000; Rath
u. Fischer. 2009). Genannte klinische Parameter haben jedoch hinsichtlich des
maternalen und fetalen Outcomes eine nur geringe prädiktive Aussagekraft (Zhang et al.
2001).
Biomarker zur Diagnose haben kürzlich erstmals mit einem sFlt-1/PIGF ratio-Plasma-
/Serumtest (Elecsys by Roche) Einzug in die Klinik gehalten (Verlohren et al. 2010).
Der in klinischen Laboren einfach durchzuführende Test ordnet Serumproben mit einer
Sensitivität von 82 % und einer Spezifität von 95 % in Präeklampsien und Kontrollen
ein und liegt damit leicht über den Werten unserer Analyse. Beachtenswert ist, dass die
Testgüte für die Detektion von early onset Präeklampsien zunimmt und bei late onset
Präeklampsien abnimmt. Auch in unserer Analyse zeigt sich eine verbesserte
Diskriminierung bei der klinisch relevanteren early onset Präeklampsie.
Bisherige Biomarker und klinische Untersuchungen haben bei der Detektion der
Präeklampsie selten Spezifitäten über 90 % erreicht. Darunter ist nach einem Review
von Meads et al. ein BMI > 34, das α-fetoprotein und ein Notching im Doppler der
Arteria uterina. Eine Sensitivität von mehr als 60 % wurde bei klinischen Parametern
nur durch den Resistance Index und Kombinationen aus Indices aus
Doppleruntersuchung erreicht (Meads et al. 2008). Weitere Biomarker sind im
Zusammenhang mit der Präeklampsie untersucht worden, erreichten aber nicht
letztgenannte Diskriminierungsfähigkeiten. Ein Review von Baumann et al. stellt
Placental Protein-13 (PP-13), sEng, sFlt-1 und PIGF als aussichtsreichste Serummarker
für die Präeklampsie dar (Baumann et al. 2007). Letztere zwei sind Teil des erwähnten
Elecsys Test. Für PP-13 sind im ersten Trimenon erniedriegte Werte festgestellt
worden, die Hochrisiko-Patientinnen herausfiltern sollen. Im dritten Trimenon dagegen
zeigen sich vor klinischer Manifestation der Präeklampsie erhöhte PP-13-Werte
(Huppertz et al. 2008). Die PP-13-Serumuntersuchung ergibt eine Sensitivität von 79 %
und eine Spezifität von 90 % schon im frühen ersten Trimenon im Vergleich zu
unserem und anderen Tests (Chafetz et al. 2007). Soluble Endoglin ist als Co-Rezeptor
des Transforming growth factor (TGF)-β1 und TGF-β3 sowohl auf Gefäßendothel als
auch auf dem Syncytiotrophoblasten exprimiert. Beteiligt ist sEng an der Angiogenese
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und der Regulation des Gefäßtonus (Grill et al. 2009). Der Anstieg von sEng ist bei der
Präeklampsie verfrüht und deutlicher ausgeprägt als bei physiologischen SS (Baumann
et al. 2007). Bei einem sEng-Serumanstieg ist interessanterweise das Risiko für eine
Präeklampsie vor der 37. SSW mit einer adjusted Odds Ratio (aOR) von 9,4 deutlich
höher als für eine Präeklampsie nach der 37. SSW (aOR 2,4) (Levine et al. 2006).
Ähnlich zu unserer Analyse ist auch hier der Testgüteabfall für das late onset Kollektiv.
Weiterhin untersucht sind Activin A (Muttukrishna et al. 1997), Serum-Inhibin A und
Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A). Ihr Potential als Biomarker ist
aufgrund niedriger Detektionsraten gering. Dem Problem mit einzelnen
Markerproteinen keine ausreichende Testgüte zu erlangen wird mit der Kombination
aus Biomarkern mit klinischen Untersuchungen beziehungsweise mit Risikofaktoren
begegnet. Ihre Testgüte und eine weitere Auswahl an Biomarkern und Tests sind in
Tab. 10 aufgeführt.
Tab. 10: Auswahl an Biomarkern und Tests für die Präeklampsie
Biomarker /
Test
P
/
D
Test-
substanz /
Methode
SSW Subgruppen
Sens
(%)
Spez
(%)
Studie Autor
Multipara-
metrisches
Scoring mittels
MALDI-ToF-MS
D Serum 24.-34. Early onset,
Ø IUGR/SGA,
Ø Vorerkr.
100 100 inzent-
risch
Pecks et
al. 2010
24.-34. Early onset
inkl. IUGR/SG
A inkl. Vorerkr.
90,6 86,7 Multi-
zent-
risch
Pecks et
al. 201224.-39. 87,8 74,2
sFlt-1/PlGF
Ratio
D Serum 20.-40.  82 95 Multi-
zent-
risch
Ver-
lohren
et al.
2010
20.-34. Early onset 89 97
BMI>35 kg/m²
vor SS
P Gewicht &
Größe
  RR 1,55 Review Milne et
al. 2005
AFP P Serum 14.-18.  19,6 90,4 inzent-
risch
Audibert
et al.
2005
AFP
+ bilaterateler
Notch
 Serum 14.-18.  5,9 99,6
Doppler-US 16.-18.
↑ PI P Transva-
ginaler
Doppler-US
20.-40.  65 80 Multi-
zent-
risch
Yu
et al.
2005
<34.  92 80
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↑ PI
+ maternale
Risiko-
faktoren
P  20.-40.  69 80
<34.  93 80
Bilaterales
Notching der
A. Uterina und
↑ PI
P Doppler-US >16. Hochrisiko-SS 19 99 Review Cnossen
et al.
2008
PP-13 P Serum <14.  79 90 inzent-
risch
Chafetz
et al.
2007
PP-13
+ ↑ PI der
A. Uterina
P Serum und
Doppler-US
11.-13. Hochrisiko-SS
mit vorz.
Entbind.
(<34.SSW)
90 91 inzent-
risch
Nico-
laides et
al. 2006
sEng P Serum 21.-32. Preterm PE
<37.SSW
aOR 9,4 Multi-
zent-
risch
Levine
et al.
2006Term PE
>37.SSW
aOR 2,6
Inhibin A P Serum 15.-19.  47 91 inzent-
risch
Aquilin
et al.
1999
Inhibin A
+ diast.Notch
der A. uterina
P Serum und
Doppler-US
24.  39 92 inzent-
risch
Florio
et al.
2003
PAPP-A P Serum 11.-13.  15 OR
3,7
Multi-
zent-
risch
Spencer
et al.
2008
Activin A
+ diast. Notch
der A. uterine
P Serum und
Doppler-US
24.  61 89 inzent-
risch
Florio
et al.
2003
P: Prädiktion; D: Detektion; SSW: Schwangerschaftswoche zum Testzeitpunkt; Sens: Sensitivität; Spez:
Spezifität; s-Flt1: soluble VEGF-Rezeptor1; PlGF: Placental Growth Factor; BMI: Body Mass Index; AFP:
α-Fetoprotein; PI: Pulsatilitätsindex; PP-13: Placental Protein 13; sEng: soluble Endoglin; PAPP-A:
Pregnancy-Associated Plasma Protein A; RR: Relatives Risiko; (a)OR: (adjusted) Odds Ratio; US:
Ultraschall; Vorerkr: Vorerkrankungen;
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Weniger erfolgversprechend waren die Erforschung von soluble E-selectin und long
pentraxin 3 als Serummarker der Präeklampsie. Soluble E-Selectin war bei den
Präeklampsie-Patientinnen lediglich nicht signifikant erhöht (Bersinger et al. 2003).
Long pentraxin 3 zeigte sich immerhin signifikant erhöht bei der Präeklampsie und bei
der IUGR (Cetin et al. 2006), ist aber im Zusammenhang mit der Präeklampsie noch
weitgehend unerforscht.
Vervollständigend sollen Marker genannt werden, die von Baumann et al. als weniger
aussichtsreich beschrieben werden. Darunter befinden sich VEGF, HCG, AFP, CRF
und CRF-BP, Leptin, IGF und IGFBP-1, Homocystein, ADMA, fetale Erythroblasten
im mütterlichen Serum und zellfreie fetale DNA im mütterlichen Serum.
Solange also die Pathophysiologie der Präeklampsie und hiermit zusammenhängende
Serumproteine nicht hinreichend bekannt sind, sahen wir die Weiterverfolgung der
kürzlich erstellten multifaktoriellen MALDI-ToF-MS-Analyse in einer
Multizenterstudie durchaus als sinnvoll an, da hierbei nicht auf bekannte
Markerproteine zurückgegriffen werden muss. Einzelne Biomarker erreichen
darüberhinaus kaum zufriedenstellende Testgüten. Die Massenspektrometrie kann in
einem Messdurchgang gleich diverse Proteine erfassen, und so beruht auch unsere
Analyse auf sechs verschiedenen Ionensignalen.
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5.4 Potential für den Einsatz des Verfahrens in der Klinik
Das dargestellte Verfahren besitzt für die Zukunft durchaus Potential, klinisch
angewandt zu werden, jedoch sind einige Vorraussetzungen zu erfüllen. Um eine
verlässliche Diagnose mittels unseres Verfahrens zu erhalten, ist in Hinsicht auf die
zentrumsweise Standardisierung die vorherige sorgfältige Erstellung eines
zentrumsweisen Probenpools von Präeklampsien sowie vergleichbaren Kontrollen
erforderlich, um künftige Patientenproben gut einordnen zu können. Solch ein Kollektiv
zu erstellen, ist in der Regel nur großen Kliniken mit ausreichenden Patientenzahlen
vorenthalten. Große Patientenzahlen solcher Kliniken sollten den Zeitraum der
Probenakquise absehbar gestalten. Aber auch ein sorgfältig ausgewähltes
vergleichsweises kleines Kollektiv zur zentrumsweisen Standardisierung kann jedoch
schon zu einer guten Probendiskriminierung führen (Tab. 5). Interessant für die
Präeklampsie-Forschung und auch für unsere Analyse ist sicherlich auch der Einsatz
von Bio(daten)banken mit über Zentren hinweggreifendem standardisiertem
Sammelprotokoll (Schröder 2007).
Weiterhin ist der Einsatz von MALDI-ToF-MS-Geräten in der klinischen
Labordiagnostik noch nicht weit verbreitet. Grund hierfür sind unter anderem der hohe
Anschaffungspreis des Massenspektrometers und die klinisch-diagnostisch noch geringe
Erfahrung. Aktuelle klinische Einsatzfelder für die Massenspektrometrie sind noch
begrenzt und bestehen beispielsweise im Rahmen des Neugeborenenscreenings. Seit
dem Jahr 2000 werden an der Universität Leipzig sechs von 10
Stoffwechselerkrankungen mittels Tandem-MS diagnostiziert (Müller et al. 2003). Ein
weiteres klinisches Anwendungsbeispiel liefert das therapeutische Drugmonitoring von
Medikamenten mit geringer therapeutischer Breite. Die Blutspiegel verschiedener
Immunsuppressiva wie zum Beispiel Ciclosporin A und Tacrolimus können in der
Kombination von Hochleistungschromatographie und Tandem-MS exakt bestimmt
werden. Die bisherige Methodik mit Immunoassays warf immer wieder Probleme mit
kreuzreaktiven Metaboliten der Medikamente auf, welche die Testergebnisse beeinflusst
haben (Fiedler et al. 2004). Auch endokrinologische Parameter können mit einer
Kombination aus Liquid Cromatography und der Elektrospray-Ionisations-MS/MS
bestimmt werden, darunter vorrangig Katecholamine und ihre Metabolite (Fiedler et al.
2004).
Die Anschaffung eines Massenspektrometers limitiert sich hier sicherlich auf große
Kliniken und Labore. Dabei hat die Massenspektrometrie außerhalb unserer
multiparametrischen Analyse das Potential, andere aktuelle Methoden der
Proteindiagnostik bezüglich unterschiedlichster Krankheiten zu ersetzen. Der Vorteil
und das Potential der MALDI-ToF-MS besteht in seiner Variabilität ohne dass
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spezifische Reagenzien wie etwa Antikörper benötigt werden. Um zeitnah klinische
Einsatzfelder für die MALDI-ToF-MS zu erschließen, ist eine enge Zusammenarbeit
von Forschungeinrichtungen, die bereits mit dieser Methode arbeiten, mit der Klinik
nötig. Ziel des klinischen Einsatzes unserer Methode ist es, das Outcome von jenen
Patientinnen zu verbessern, deren Serum als Präeklampsie eingestuft wurde. Aktuell
stehen die präventive Gabe von ASS (Coomarasamy et al. 2003) sowie eine
engmaschige klinische Kontrolle mit Anbindung an Perinatalzentren zur Verfügung.
Auch postpartum sollten für mindestens sechs Wochen internistische
Nachuntersuchungen erfolgen, da ein erhöhtes Langzeitrisiko für kardiovaskuläre
Erkrankungen bei ehemaligen Präeklampsie-Patientinnen bekannt ist (Bellamy et al.
2007). Es birgt auch die Möglichkeit Patientinnen in Studien zur Erforschung von
weiteren präventiven Maßnahmen einzuschließen um auch längerfristig das Outcome
von Präeklampsie-Patientinnen und ihrer Kinder zu verbessern.
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Das multiparametrische Scoring basierend auf einer Serumanalyse mittels
Matrix-assisted laser desorption/ionisation-Time of Flight-Massenspektrometrie
(MALDI-ToF-MS) stellt eine robuste und valide Methode zur Diagnose
präeklamptischer Schwangerer vor der 34. SSW dar (Pecks et al. 2010). Die dargestellte
Arbeit zeigt, dass diese auch bei Anwendung über mehrere Perinatalzentren standhält.
Bei den neuen Untersuchungen mit insgesamt 126 Serumproben, bestehend aus
60 Präeklampsien und 66 Kontrollen, wurden neben early-onset (n=32) auch late-onset
(n=28) Präeklampsien eingeschlossen, wobei vor allem die Spezifität des Verfahrens
nachlässt. Jedoch ist hinsichtlich der perinatalen und maternalen Mortalität das early
onset Präeklampsie-Patentinnenkollektiv das klinisch relevantere.
Zur Anwendbarkeit auf die verschiedenen Perinatalzentren war es notwendig, zwei neue
Arbeitsschritte zu der multiparametrischen Analyse zuzufügen. Zum einen erfolgte eine
interne Rekalibrierung auf Basis der m/z-Werte des einfach und doppelt geladenen
Transthyretins. Dies diente der optimalen Vergleichbarkeit der Massenspektren auf der
m/z-Achse. Weiterhin führten wir die zentrumsweise Standardisierung ein, um etwaige
Zentrumsunterschiede auszugleichen, die beispielsweise durch verschiedene
Probenhandhabung entstehen können. Dabei wurde die jeweilige Abweichung einer
Ionensignal-AUC vom Zentrums-AUC-Mittelwert aus Präeklampsien und Kontrollen
durch die Standardabweichung des Zentrums geteilt. Durch die Optimierung des
Workflow (Abb. 11) konnte eine Sensitivität von 0,88 und eine Spezifität von 0,74
erreicht werden.
Proben-
aufreinigung
mit
Magnetic Beads
Interne
Rekalibrierung
Multi-
parametrisches
Scoring
MALDI-ToF-MS-
-Messung
Proben-
Gewinnung
PE & CN
Zentrumsweise
Standardi-
sierung
Ergebnis
Proben-
einteilung
Abb. 11: Workflow
Unsere kumulativen Scores auf Grundlage von 6 Serumionen-Peaks konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen early- und late-onset sowie milden und schweren
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Präeklampsien aufweisen. Tendenzen zu höheren mittleren Rängen für schwerere
Krankheitsverläufe, höhere Krankheitswerte und ein schlechteres fetales Outcome
zeigen jedoch das Potential der massenspektrometrischen Analyse für die Präeklampsie-
Subgruppenerforschung an. Allerdings muss einschränkend darauf hingewiesen werden,
dass die Fallzahlen in den Subgruppen keine ausreichende statistische Power aufwiesen.
Unsere verwendeten 6 Serumionen-Peaks sollten zudem durch besser subgruppen-
differenzierende Peaks ergänzt und oder ersetzt werden.
Das Potiential unserer Methode für den klinischen Einsatz ist durch die geringe
Verbreitung massenspektrometrischer Messgeräte in klinischen Laboren derzeit limitiert
und das Verfahren ist damit nur für große Kliniken mit ausreichenden
Behandlungsfällen praktikabel.
Weitere Studien mit höheren Fallzahlen und prospektiver Ausrichtung auch in
zusätzlichen Zentren sind notwendig, um die Validität unserer modifizierten Analyse
mit interner Kalibration und zentrumsweiser Standardisierung weiter zu untersuchen
und das prädiktive Potential auszuloten.
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